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ВСТУП

Актуальність теми. Пошук нових високоефективних і безпечних біоло-

гічно активних речовин (БАР) та їх фармакологічне вивчення – важлива задача

сучасної фармакології. Одним з перспективних підходів цього напряму є ство-

рення БАР на основі комплексних сполук з біологічно активними лігандами.

Це, по-перше, обумовлено тим, що організм людини є складно діючою поліме-

талевою і полілігандною системою [1-3]. По-друге, такий підхід дозволяє по-

єднувати в одній сполуці різні види активності і тим самим цілеспрямовано

змінювати спектр фармакологічної дії, зменшувати токсичність БАР [4-6].

Особливий інтерес викликають сполуки біометалів з мікроелементами, оскіль-

ки ці складові приймають активну участь в багатьох регуляторних та адапта-

ційних процесах організму [7, 8].

Доцільність і перспективність такого підходу до створення нових лі-

карсь-ких засобів, зокрема, підтверджується дослідженнями в галузі фармако-

логії комплексних сполук германію. Вони мають достатньо низьку токсичність

і широкий спектр фармакологічних властивостей (нейротропні, антигіпоксичні,

антиоксидантні, кардіо-, гепатопротекторні, протизапальні, антимікробні, про-

тивірусні та ін.) [9-15]. Тому цілеспрямованим синтезом була створена нова

БАР в ряду координаційних сполук германію з оксіетилідендифосфонової кис-

лоти (ОЕДФ) і есенціальним мікроелементом купрумом – купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманат (за робочою назвою медгерм). Вибір скла-

дових даної сполуки обумовлений наступним. ОЕДФ є унікальною кислотою,

яка, з одного боку, пригнічує активність фосфоліпаз, ферментів, що гідролізу-

ють мембранні фосфоліпіди й ліпопротеїди, а з іншого, замінює ушкоджені

структурні компоненти біологічних мембран, чим сприяє відновленню їх фун-

кцій і забезпеченню стійкості до шкідливих впливів [16-20]. Препарати на її

основі використовуються як регулятори мінерального обміну, протипухлинні

та противірусні засоби, антидоти при отруєнні токсичними і радіоактивними

елементами тощо [21-24]. Купрум грає важливу роль у метаболічних процесах,
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впливаючи на активність понад 30 ензимів, і міститься зазвичай в організмі у

вигляді комплексних сполук з білками (церулоплазмін, гемокупреїн, плаценто-

купреїн, гепатокупреїн та ін.) [7, 25, 26]. Головний купрумвмісний білок плаз-

ми крові церулоплазмін виконує ряд важливих в організмі біологічних функ-

цій: активує окиснення аскорбінової кислоти, біогенних амінів (норадреналіну,

серотоніну) і сульфгідрильних сполук, інактивує активні форми кисню, запобі-

гаючи перекисному окисненню ліпідів (ПОЛ), підвищує стабільність клітинних

мембран, бере участь в імунологічних реакціях, іонному обміні [27-29]. Він

стимулює гемопоез, здійснює взаємозв’язок між купрумом і ферумом, транс-

порт купруму до інших купрумвмісних білків, ферментів (цитохромоксидази,

тирозинази, аскорбінази та ін.) тощо. Будучи кофактором супероксиддисмута-

зи, купрум сприяє антиоксидантному захисту організму [8, 30, 31]. Він приско-

рює процеси окиснення глюкози, гальмування розпаду глікогену в печінці, під-

вищує активність інсуліну, бере участь в процесах тканинного дихання тощо.

Купрум має велике значення для підтримки морфо-функціонального стану кіс-

тково-хрящової системи (колаген), кровоносних судин, легеневих альвеол,

шкіри (еластин); входить до складу мієлінових оболонок нервів [32-34]. Цей

мікроелемент має виразну протизапальну активність, підвищує стійкість орга-

нізму до деяких інфекцій [35-36]. Враховуючи вищевикладене, доцільним було

б встановити фармакологічну активність медгерму, чому і присвячена ця робо-

та.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами й темами. Дисер-

таційна робота є фрагментом комплексної науково-дослідної роботи кафедри

загальної та клінічної фармакології Одеського національного медичного уні-

верситету (ОНМедУ) МОЗ України за темою «Пошук і комплексне вивчення

фармакологічного профілю нових біологічно активних речовин метаболічно-

го походження і ксенобіотиків» (№ держреєстрації 0110U006658). Дисертант

є співвиконавцем зазначеної теми.

Мета і задачі дослідження. Метою дослідження є оцінка токсико-

фармакологічного профілю нової біологічно активної речовини – купрум-
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оксіетилідендифосфонатогерманату (медгерму), виявлення її специфічної ак-

тивності та основних механізмів дії.

Для досягнення зазначеної мети пропонується вирішити такі задачі:

1. Оцінити токсикологічні властивості цілеспрямовано синтезованої спо-

луки купрум-оксіетилідендифосфонатогерманату.

2. Встановити загальнофармакологічний профіль медгерму.

3. За допомогою біохімічних і морфологічних методів визначити вплив

нової БАР на морфофункціональний стан інтактних тварин.

4. Оцінити ефективність медгерму в динаміці розвитку гострого ток-

сичного ураження печінки порівняно з референс-препаратом.

5. За допомогою лазерної кореляційної спектроскопії встановити біофі-

зичні зміни складу сироватки крові і гомогенату тканини печінки під впливом

медгерму у інтактних тварин і на фоні галактозамінового гепатиту.

6. Виявити основні механізми гепатозахисної дії медгерму.

Об’єкт дослідження: Пошук, створення і доклінічне вивчення нових

вітчизняних високоефективних і безпечних лікарських препаратів.

Предмет дослідження: встановлення безпеки і фармакологічної актив-

ності нової оригінальної БАР – купрум-оксіетилідендифосфонатогерманату.

Методи дослідження: фармакологічні, токсикологічні, біохімічні, біофі-

зичні, морфологічні, статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше у гострому експери-

менті на двох видах тварин встановлено, що нова комплексна сполука – куп-

рум-оксіетилідендифосфонатогерманат (медгерм) належить до малотоксичних

сполук при пероральному застосуванні і помірно токсичних при внутрішньоо-

черевинному і підшкірному введенні. За результатами вивчення підгострої, су-

бхронічної і хронічної токсичності, кумулятивних, місцевоподразнювальних та

антигенних властивостей також виявлена нешкідливість медгерму. Вперше

встановлено його депримуючий вплив на ЦНС, анксіолітична активність, від-

сутність гіпнотичної і міорелаксантної дії, а також аналгетичний, протизапаль-

ний ефекти, підсилення детоксикуючої функції печінки. Вперше показано



9

вплив медгерму на моноаміноергічну центральну передачу, що виявлялось ан-

тагоністичною взаємодією з амфетаміном, синергізмом з 5-окситриптофаном.

Вперше  виявлено, що курсове внутрішньоочеревинне введення медгер-

му інтактним тваринам не викликало суттєвих змін інтегральних біохімічних

показників, активності маркерних ферментів печінки, вмісту купруму і церу-

лоплазміну у сироватці крові та печінці, не призводило до грубих незворотних

морфологічних порушень паренхіматозних органів. Усі вищевказані ефекти та

зміни в організмі тварин під впливом БАР мали дозозалежний характер і, в ос-

новному, виявлялись в достатньо високих дозах (1/40 > 1/80 ЛД50).

Вперше встановлено гепатозахисний ефект профілактично-лікувального

введення медгерму (1/160 ЛД50) при гострому галактозаміновому гепатиті. Це

підтверджено 100 % виживаністю тварин, суттєвим зменшенням виразності змін

вже на 1-у добу і у 2-5 разів швидшим відновленням у крові та тканині печінки

активності ферментів цитолізу і холестазу, інтегральних показників функціона-

льного стану печінки, вмісту купруму і церулоплазміну, а також патоморфологі-

чних проявів у печінці порівняно з нелікованим гепатитом. Гепатопротекторна

дія медгерму реалізувалась переважно за рахунок активації ферментативної і

неферментативної частин антиоксидантної системи, а також внаслідок пригні-

чення ПОЛ, зменшення вмісту загального холестерину в крові та печінці. Впер-

ше запропоновано спосіб оцінки тяжкості перебігу гострого токсичного гепати-

ту за допомогою лазерної кореляційної спектроскопії гомогенату тканини печін-

ки. Даним методом також підтверджена протекторна ефективність медгерму при

галактозаміновому гепатиті, який перевищував дію референс-препарату в 1,5-2

рази.

Новизна досліджень підтверджена 2 патентами України на корисну мо-

дель.

Практичне значення одержаних результатів. Проведене дослідження

дозволило отримати нові дані про фармакологічний профіль цілеспрямовано

синтезованої комплексної сполуки в ряду оксіетилідендифосфонатогерманатів.

Експериментальне обґрунтовано доцільність застосування медгерму як потен-
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ційного високоефективного і безпечного гепатопротекторного лікарського за-

собу. Отримані цікаві дані про його загальнофармакологічний профіль пред-

ставляють інтерес для подальшого поглибленого дослідження сполуки, а також

сприятиме синтезу в цьому ряду нових БАР із заданою дією.

За отриманими даними оформлено 2 нововведення, які внесені у Реєстр

галузевих нововведень 2013 року (випуск № 38-39). Результати роботи впрова-

джено у навчальній процес кафедри фармакології ДЗ «Луганський державний

медичний університет», кафедри фармакології Національного фармацевти-

чного університету, кафедри фармакології, клінічної фармакології та фармако-

економіки Дніпропетровської державної медичної академії, кафедри експери-

ментальної та клінічної фармакології з клінічною імунологією та алергологією

ВНДЗ «Українська медична стоматологічна академія», кафедр фармакології

Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, кафед-

ри фармакології з клінічною фармакологією Тернопільського державного ме-

дичного університету ім. I.Я. Горбачeвського.

Особистий внесок здобувача. Автором особисто проведено патентно-

інформаційний пошук за темою роботи, сформульовано мету і завдання дослі-

дження, виконано експериментальне дослідження; проведена статистична об-

робка отриманих даних, які оформлено у вигляді таблиць та рисунків; проана-

лізовано та узагальнено результати досліджень; опубліковано та апробовано

основні дані, а також написано та оформлено дисертацію та автореферат.

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної

роботи були оприлюднені на міжнародній науково-практичній конференції

«Біофізичні стандарти та інформаційні технології в медицині» (Одеса, 2010),

VII Національному з'їзді фармацевтів України «Фармація України. Погляд у

майбутнє» (Харків, 2010), ХІІІ Конгресі світової федерації Українських лікар-

ських товариств «100 років Українському лікарському товариству» (Львів-

Київ-Чікаго, 2010), XV ювілейній міжнародній науково-практичній конферен-

ції «Спортивна медицина, лікувальна фізкультура та валеологія – 2010» (Одеса,

2010), VI Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною уча-
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стю, присвяченій 90-річчю від дня народження професора О. О. Столярчука

«Клінічна та експериментальна фармакологія метаболічних коректорів, орга-

нопротекція, доказова медицина» (Вінниця, 2010), науково-практичній конфе-

ренції «Актуальні питання професійної патології» (Одеса, 2011), ХІ з'їзді Все-

українського лікарського товариства «100 років українському лікарському то-

вариству» (Харків, 2011), ХХХ Всеукраїнській науково-практичній конферен-

ції з міжнародною участю «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і

призначення лікарських засобів» (Харків, 2013), ХІІ з'їзді Всеукраїнського лі-

карського товариства (Київ, 2013), науково-практичній конференції з міжнаро-

дною участю «Актуальні питання біології екології, медицини та фармакології»

(Харків, 2013), науково-практичній конференції «Клінічна фармакологія та фа-

рмакотерапія захворювань в світлі доказової медицини» (Вінниця,  2013).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 19 наукових робіт, з

них – 6 статей у профільних періодичних виданнях (5 – у журналах, рекомендо-

ваних МОН України, в тому числі 1 – у індексцитованому, який внесений до мі-

жнародних наукометричних баз, 1 – у зарубіжному наукометричному журналі),

2 патенти України на корисну модель і 11 тез доповідей на міжнародних конфе-

ренціях, з’їздах та конгресах.

Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладено на 212 сторінках

комп’ютерного тексту, яка складається з вступу, огляду літератури, матеріалів і

методів дослідження, 3-х розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення

результатів, висновків і списку використаної літератури. Робота ілюстрована

31 таблицею і 50 рисунками. Бібліографічний покажчик включає 344 джерела,

з них 179 – кирилицею.
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РОЗДІЛ 1

ДОЦІЛЬНІСТЬ СТВОРЕННЯ НОВИХ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН

НА ОСНОВІ ОКСІЕТИЛІДЕНДИФОСФОНАТОГЕРМАНАТІВ

(огляд літератури)

1.1. Комплексні сполуки як перспективний підхід у створенні

лікарських засобів

Комплексони – це широке коло органічних сполук, здатних утворювати

комплекси з катіонами металів і поєднуючих в молекулі основні і кислотні

центри, причому розташування донорних атомів у цих сполуках зумовлює за-

микання з металом 5-, 4-, 6-, а іноді й 8-членних циклів [37]. Комплексони на-

лежать до полідентатних лігандів. Їх часто називають хелантами, а комплекси

металів з ними – хелатами (від грецького слова "δαγκάνα"), або комплексона-

тами. Застосування комплексонів у медицині почалося з 1950 р. і обмежувало-

ся зв’язуванням і видаленням з організму інкорпорованих металів у випадках

хронічного або гострого отруєння.

До найважливіших властивостей комплексонатів металів належать

стійкість у водних розчинах, кінетика встановлення рівноваг з їх участю,

відношення до термодеструкції і біодегенерації, розчинність і т. п. [37]. Ці

властивості залежать від великої кількості найрізноманітніших факторів, серед

яких визначальними є склад утворюваної комплексної сполуки, природа

катіона і хелату. В основі процесу комплексоутворення лежить так званий

«хелатний ефект». Цей термін був запропонований 1952 р. Г. Шварценбахом

для означення виграшу енергії Гібса і, відповідно, підвищеної стійкості

комплексних сполук при приєднанні до іона металу бідентатного ліганду

порівнянно з приєднанням до нього двох монодентатних лігандів з тими ж

донорними атомами [38].

Успіхи хімії координаційних сполук відкривають широкі перспективи

для пошуку і створення нових, досконаліших лікарських засобів (ЛЗ).
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Прикладом такого пошуку є розробка лікарських і діагностичних засобів на

основі органічних комплексоутворюючих сполук, серед яких важливе місце

належить комплексонам [39]. Вивчення доступної нам літератури щодо

застосування комплексонів у медицині свідчить, що цей клас сполук знаходить

все більш широке використання завдяки вибірковій здатності зв'язувати

катіони металів в комплекси високої міцності і малої токсичності [40].

Відомо, що в організмі людини і тварин містяться елементи всієї таблиці

Д. І. Менделєєва [7, 41]. Сумарна кількість кожного з елементів може бути різ-

ною, тому розрізняють так звані макро- і мікроелементи.

Мікроелементи відрізняються один від одного за своїми фізико-

хімічними властивостями і біологічною дією. Функції біомінералів в організмі

є різними і залежать від безлічі чинників: концентрації в біологічних субстра-

тах, властивостей власне біосубстрату, взаємодії між собою та з іншими біоло-

гічно активними речовинами в організмі [42, 43].

Серед всіх відомих в організмі мікроелементів (кальцій, фосфор, калій,

хлор, натрій, цинк, манган, молібден, йод, сульфур, ферум) купрум і кобальт

відносять до життєво необхідних (есенціальних), при «абсолютному дефіциті»

яких настає смерть [44, 45].Фтор, силіцій, титан, ванадій, хром, нікель, мерку-

рій, бром, стронцій і кадмій відносять до умовно-есенціальних мікроелементів.

Відомо, що есенціальні мікроелементів виконують важливі функції регу-

ляції активності метаболічних систем і геномного апарату клітини. Так, багато

з них беруть участь у різноманітних біохімічних процесах як кофактори, або як

складові частини коферментів [45]. Наприклад, у роботі ферментів першого

класу - оксидоредуктаз - важливу роль відіграють такі мікроелементи, як фе-

рум, купрум, магній, цинк та багато інших.

Мікроелементи беруть участь у регуляції функціональної активності сис-

теми кровотворення [43], системи імунного захисту [46, 47], травлення [48],

нервової та ендокринної регуляції [49], системи структурної організації твер-

дих [50] і м’яких тканини, органів, клітин, клітинних мембран, системи деток-

сикації [51, 52], молекулярних механізмів адаптації та ін. [45, 53].
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Гомеостаз мікроелементів виступає як приватна форма загальної гомеос-

татичної системи організму, порушення якої відбиваються на здатності органі-

зму до адаптації в екстремальних умовах.

В організмі мікроелоементи та метали беруть участь у процесах

комплексоутворення з багатьма компонентами, зокрема, амінокислотами і

білками [54]. Так, кобальт не тільки посилює синтез вітаміну В12, але й сприяє

засвоєнню вітамінів А, Е, С. Купрум каталізує окиснення аскорбінової кислоти,

а марганець і, особливо, цинк сприяють її депонуванню в тканинах. Здатність

активізуватися під дією металів властива більш ніж 200 ферментам. Відмічено

участь іонів металів у процесах кровотворення, поділу клітин, а також у

регенерації пошкоджених органів і тканин [55]. Багато із захворювань тісно

пов'язані з формою хімічного стану металу та зі зміною його концентрації в

організмі. Так, при хворобі Ходжкіна вміст купруму в сироватці крові

збільшується в 5 разів порівняно з концентрацією в здоровому організмі, при

лейкемії у декілька разів знижується концентрація цезію, при анемії

порушується рівноважний стан феруму і купруму. Виявлено підвищення

вмісту цинку, феруму, кобальту в ДНК і РНК при саркомі М-1 і

карциносаркомі Уокер [56].

Комплексоутворюючі сполуки відкривають можливість регулювати

концентрацію металів у різних органах, повертати їх до необхідної організму

форми, транспортувати ЛЗ до осередків хвороби, підвищувати їхню біологічну

дію і видаляти з організму, усувати токсичну або канцерогенну дію [57]. В

основі дії ЛЗ, до складу яких входять комплексони, лежать складні, але

регульовані процеси комплексоутворення з біолігандами і металами організму.

При цьому як іонам металів, так і їхнім комплексам повертаються колишні

природні функції, властиві їм у здоровому організмі [1, 58].

Таким чином, важливим завданням спрямованого синтезу ЛЗ із заданою

специфічною активністю є визначення кореляційних залежностей в

послідовності: склад – будова – специфічна біологічна активність [58, 59].

Найбільш важливими чинниками, які роблять істотний внесок у специфічну
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активність біокомплексів, є природа біометалів і біолігандів, тип комплексів,

їхні кінетичні і термодинамічні властивості, геометрична ізометрія комплексів,

фактори фізіологічного синергізму й антагонізму біометалів і біолігандів [58-

60]. Численні дослідження хімії дифосфонатів, їхньої біохімії і фармакології

підтверджують вищевикладене [61, 62].

1.2. Фармакологічні властивості дифосфонових кислоти та їх похідних

Пошук ЛЗ, які мають високі комплексоутворюючі властивості і стійкі до

руйнування в біологічних системах, привів до створення комплексонів, що

містять фосфонові групи [63-65].

На відміну від класичних комплексонів аліфатичного ряду, в ОЕДФ

карбоксильні групи замінені на фосфонові шляхом цілеспрямованої

модифікації молекул. Оригінальність фрагмента CH2PO3H полягає в його

своєрідній стереохімії, відмінній від стереохімії карбоксильної групи:

фосфонат-іон має форму спотвореного тетраедра з віссю симетрії третього

порядку, а карбоксилат-іон, як відомо, – плоску конфігурацію [66, 67].

Кислотний залишок PO3
2- має більшу за СОО- електровід’ємність і потенційно

більшу дентатність. Крім того, фосфоновій групі властива більша

різноманітність протонованих форм: PO3
2-, PO3H-, PO3H2.  В цілому,  наявність

фосфонової групи приводить до підвищення стійкості нормальних

комплексонатів з різними металами і обумовлює існування цілком стійких

протонованих комплексонатів. Для етилімінодиметиленфосфонової і

нітрилтриметиленфосфонової (НТФ) кислот описані стійкі комплексонати

MHL, а у разі НТФ – навіть MH2L MH3L [37].

Дифосфонова кислота, а також її різні алкільні похідні викликають

істотну зацікавленість, завдяки яскраво виразній специфічності їх взаємодії з

рядом важливих у практичному відношенні катіонів. Найважливішим

представником гем-замісних дифосфонових кислот є 1-гідроксіетиліден-
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дифосфонова, або етидронова кислота (H4oedph), яка набула, завдяки великій

специфіці дії, широкого застосування [67-69].

ОЕДФ являє собою комплексон, який сьогодні найбільш вивчений як в

Украінї, так і за кордоном. Молекула ОЕДФ (H3L), на відміну від ряду інших

лігандів, дуже компактна. При одному атомі вуглецю містяться дві сильнокислі

фосфонові групи і високоосновний гідроксил. Фосфонові групи практично

накладаються одна на одну, ланцюжок О-Р-С-Р-О має характерну W-подібну,

близьку до площинної, структуру [65, 70, 71].

Вивчення комплексоутворюючих властивостей ОЕДФ показало, що

поєднання в молекулі фосфонових груп, здатних до комплексоутворення в

сильнокислому середовищі, і гідроксильної групи, яка має порівняно високу

основність, обумовлює можливість створення міцних протонованих комплексів

з лужноземельними, перехідними і рідкоземельними елементами [65, 70]. Це

дозволяє розширити спектр рН комплексів від кислого до лужного [65, 70].

Особливо висока міцність повністю депротонованих комплексів ОЕДФ з

іонами Fe, Al, Th, Ge, для яких, разом з високою координаційною ємкістю, на

перший план виступає схильність до утворення координаційних зв'язків з

киснем гідроксилу. Молекула ОЕДФ потенційно п’ятидентатна, проте, через

стеричні утруднення в більшості випадків координаційний зв'язок з іоном

металу утворюють лише три донорних атоми кислоти. Решта донорних атомів

можуть координаційно зв'язуватися з другим іоном металу тієї ж або іншої

природи, з утворенням стійких полігомо- і гетероядерних комплексів як з

лужноземельними, так і з перехідними металами [72]. Характер молекулярної

конформації дифосфонових кислот відіграє важливу роль в їх біологічній

активності [16, 66, 69]. У разі взаємодії з катіонами з великим координаційним

числом (Al, Zr, Fe, Th, Ge та ін.) ОЕДФ не здатна «наситити» координаційну

ємкість іона-комплексоутворювача. Залишені координаційні місця катіонів

можуть насичуватися за рахунок іншої молекули кислоти, утворюючи

комплекси складу метал:ліганд = 1:2, а за наявності в системі іншого ліганду –

змішані комплекси. Ця здатність до змішаного комплексоутворення, що
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властива й іншим комплексонам, великою мірою визначає їхню біологічну

активність [16, 65, 66, 69].

До теперішнього часу вивчено безліч дифосфонатів (або біфосфонатів).

Усі дифосфонати характеризуються наявністю дифосфонової структури і

бічного ланцюга, що визначає особливості механізму дії, спектр лікувальних і

побічних ефектів. Усі дифосфонати стійкі до ензиматичного гідролізу, мають

високу спорідненість до іонів металів, утворюючи як розчинні, так і нерозчинні

хелатні комплекси й агрегати залежно від рН розчину [17, 66, 69, 73].

Перші дифосфонати увійшли до клінічної практики близько 30 років

тому. Як лікарські препарати на основі дифосфонатів застосовуються ди-,

трьохнатрієві, натрій-калієві солі ОЕДФ, які не містять атома азоту (1

покоління): етидронат (ксидифон, Didronel, Diphos, Ostopor та ін.), клодронат

(бонефосф, остак, літос та ін.); які містять 1 атом азоту (2 покоління):

памідронат (Aminomax, Aredia, ADP), аледронат (фозамакс, марвіл), ібандронат

(Bondronate); гетероциклічний ризедронат або тилудронат (Scelid), а також

гетероциклічна похідна, яка містить 2 атоми азоту з імідазольним кільцем в

бічному ланцюжку (3 покоління): золендронова кислота (Zoledronate,

Opaldronate) [66, 74-76]. Продовжується розробка нових лікарських препаратів

і лікарських форм.

Дифосфонати в організмі не метаболізуються; всмоктування їх в

кишечнику людини і тварин рідко перевищує 10 % уведеної дози [77-79].

Препарати дифосфонатів малотоксичні [18]. Так, результати

токсикологічних досліджень етидронату показали, що він не чинить токсичної

дії протягом 181 дня дозою, яка в 5-10 разів перевищує лікувальну дозу [80]. В

експерименті на мишах встановлено, що препарат малотоксичний: ЛД50

складає 1,5 г/кг маси тіла, а терапевтична доза – 0,045-0,050 г/кг [81].

У клінічному аспекті ЛЗ на основі ОЕДФ можуть бути класифіковані у

такий спосіб.

Регулятори мінерального обміну. Етидронат виявився першим

синтетичним аналогом природних пірофосфатів, який був ефективним при



18

порушеннях обміну кальцію в організмі. Показання до його призначення вже

стали класичними при хворобі Педжета, прогресуючому осифікуючому

міозиті, остеопорозах, особливо постменопаузних [61, 82, 83].

Дифосфонати запобігають патологічній кальцифікації м'яких тканин,

внаслідок чого успішно застосовуються при гетерогенній осифікації (м'язи,

тканини мозку, нирки, надниркові залози та ін.) [83, 84-86].

Встановлено антикальцифікуючу активність дифосфонатів з

гемінальними фосфоновими групами, що пояснюється, зокрема, особливістю їх

комплексоутворення з Са2+ і здатністю інгібувати кристалоутворення фосфатів

і оксалатів кальцію [73, 87]. Навіть мінімальні кількості дифосфонатів

інгібують осадження цих солей з розчину і ріст їхніх кристалів [83,88]. У

зв'язку з тим, що важливу роль у генезі ниркових каменів відіграє порушення

кальцієвого обміну, здатність інгібувати кристалізацію фосфатів і оксалатів

кальцію Са2+-хелатуючими агентами in vitro зумовило особливий інтерес до

дифосфонатів як фармакотерапевтичних засобів для профілактики і лікування

сечокам'яної хвороби, уролітіазу [65, 89].

Безперечний інтерес викликають дослідження можливості використання

фосфорорганічних комплексонів для терапії хвороб опорно-рухового апарату,

регуляції порушень кальцій-фосфатного обміну в стоматології, в умовах

гіпокінезії і невагомості, при старінні [21, 56, 90]. У мінімальних дозах

дифосфонати збільшують включення Са2+ в кісткову тканину, запобігають

патологічному виходу його з кісток [91]. Дифосфонова група забезпечує

активне зв’язування дифосфонатів з кістковим матриксом. Проникаючи у

кісткову тканину, вони концентруються навколо остеокластів, створюють

високу концентрацію в лакунах резорбції, тим самим надзвичайно активно

підвищують стійкість кістки до руйнування, пригнічують періодонтальну

остеодистрофію, резорбцію кістки, запобігають остеопорозу, включаючи

ниркову остеодистрофію, деструкцію пересадженої кістки [92-95].

Обгунтована можливість використовування ОЕДФ для профілактики і корекції

патологічних порушень при професійних захворюваннях, зокрема при
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вібраційній хворобі [96-98]. На підставі одержаних результатів можна зробити

висновок про перспективність застосування похідних ОЕДФ для запобігання

порушенням метаболізму кальцію і демінералізації кісткової тканини.

Необхідно зазначити, що дифосфонати мають ряд переваг перед

існуючими регуляторами кальцій-фосфорного обміну: доступність, можливість

тривалого перорального прийому в амбулаторних умовах, відсутність

жорсткого впливу на процеси кісткоутворення (не порушують обмін в кістках і

процесів мінералізації, не спричиняють остеомаляцію), мають протизапальну

активність [18, 99], не призводять до апоптозу епітеліальних клітин [100].

Протипухлинні препарати. З урахуванням того, що процеси

канцерогенезу тісно пов'язані з обміном кальцію, дифосфонати сьогодні

широко застосовуються для лікування злоякісних захворювань [22-24]. Похідні

ОЕДФ є перспективними для лікування гіперкальціємії та інгібування

резорбції кістки при пухлинних процесах у кістковій тканині [62, 101,102].

Хоча механізм протипухлинної дії дифосфонатів остаточно не встановлений,

завершені дослідження підтверджують гіпотезу, що дифосфонати інгібують

резорбцію кістки, в першу чергу, за допомогою селективної дії на остеокласти

[17]. Дифосфонати також інгібують лізис кісток, який виникає при пухлинному

рості [61, 103]. Відзначається і висока ефективність дифосфонатів для

профілактики метастазів [104, 105]. Регулюючи проникність мембран,

дифосфонати сприяють транспорту протипухлинних ліків у клітини і

використовуються в комплексній терапії різних онкологічних захворювань, що

сприяє підвищенню ефективності лікування [101, 103, 106].

Мембраностабілізатори. Включаючись у структуру мембран клітин,

дифосфонати забезпечують їх стійкість до токсичних, імунних та інших

шкідливих дій [107]. Етидронат активно проникає в мембранні фосфоліпіди і,

певно, може так само, як і природні монофосфати, впливати на стабільність

клітинних мембран, запобігаючи руйнуванню мембранних фосфоліпідів [16].

Одним із свідчень про мембраностабілізуючу роль дифосфонатів є їх здатність

інгібувати фосфоліпази – ферменти, які гідролізують мембранні фосфоліпіди і
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ліпопротеїди [108]. Під впливом етидронату в комплексі з вітаміном Е

нормалізується фосфоліпідний склад клітинних мембран [109]. Встановлено

також, що етидронат захищає зовнішню клітинну мембрану еритроцитів і Т-

лімфоцитів від імунного пошкодження, зв'язуючи Са2+. Цей факт може мати

важливе значення для розуміння механізмів розвитку і лікування ряду

захворювань, за яких провідною патогенетичною ланкою є порушення

цілісності зовнішньої клітинної мембрани [110].

Антидоти при отруєнні токсичними і радіоактивними елементами. Ролі

хелатуючих агентів при лікуванні отруєння металами (Be, Pu, Po, Pb, Hg, Mn та

ін.) присвячено велику кількість публікацій, зокрема огляди і монографії [65,

70, 111]. Доведено, що дифосфонові кислоти різко знижують кількість 7Ве в

м'яких тканинах і скелеті (в останньому до 30 % порівняно з контролем – без

уведення комплексону). Показано також, що утворення різнолігандних

комплексів на основі оксиетилідендифосфонатів можна використовувати і для

виведення з організму токсичних органічних речовин, зокрема пестицидів, які

містять функціональні угруповання з донорними атомами, здатними до

взаємодії з металом до або після метаболічної активації [112]. Рекомендують

дифосфонати як фармакотерапевтичний засіб при раніше практично не

виліковному отруєнні етиленгліколем [113, 114]. Висловлюються припущення

про можливість застосування хелатів на основі ОЕДФ для переносу органічних

хіміотерапевтичних препаратів до уражених органів або для видалення їх

надмірних кількостей [115].

Інші галузі застосування в медицині. У дифосфонатів визначено

противірусну активність [116]. У літературі описано антимутагенну активність

дифосфонатів [16]. Дифосфонати широко використовуються для лікування

ревматоїдних захворювань [61]. Експериментально встановлено

антиаритмічний і антиатеросклеротичний ефекти ОЕДФ [117]. Останніми

роками достатньо широко досліджується імуностимулююча дія дифосфонатів.

Встановлено, що калієва сіль ОЕДФ захищає Т-лімфоцити від імунного

пошкодження, спричиненого антилімфоцитарною сироваткою і комплементом,
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що, можливо, обумовлене зв’язуванням іонів Са2+ [61, 65]. Одержані дані про

наявність у деяких похідних ОЕДФ антисеротонінових властивостей і про

можливість купірування спазму гладеньких м'язів [118].

Таким чином, проведений аналіз дозволяє дійти висновку, що

фосфорорганічні комплексони, і в першу чергу ОЕДФ, є малотоксичними

сполуками, мають високу і багатогранну біологічну активність та вважаються,

безсумнівно, перспективними для створення високоефективних ЛЗ.

1.3. Фармакологія сполук германію

Германій є одним із природних метаболітів, на основі якого створюють

комплексні сполуки, яким притаманні широкий спектр фармакологічних

ефектів – від нейротропної дії до органотропної, включаючи, в тому числі,

панкреато- та гепатотропні ефекти. Германій - перехідний метал між металами

і неметалами і використовується в різних галузях електронної промисловості, а

саме, в електронній промисловості, детекторах радіоактивності й оптичних

приладах. Його було відкрито у 1886 році [119-121].

Германій – це сірувато-біла крихка речовина (tпл = 959,2 °С,  tкип > 2850

°С), його щільність дорівнює 5,35 г/см3 [122]. Германій є розсіяним хімічним

елементом, який існує, в основному, у вигляді домішок до інших мінералів

[123]. Основна маса земного германію розсіяна в мінералах інших елементів, у

вугіллі, природних водах, ґрунті і живих організмах в зв'язаному стані і ніколи

– у вільному.

Припущення про те, що германій належить до елементів, важливих для

перебігу життєвих процесів, з’явилося, оскільки у періодичній системі він

розташований серед елементів з високою біологічною активністю. Германій є

мікроелементом, що доводить важливість вивчення його значення для впливу

на метаболізм живої природи [124-126].

Германій входить до складу багатьох морських організмів і рослин, у

тому числі й водоростей [127]. Крім того, відомо, що відносно багаті на
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германій різні цілющі трави - соєві боби, часник, чай, алое, женьшень та інші

[128, 129]. Тому правильним було припущення, що існує певний зв'язок між

вмістом германію у рослинах та їх корисними фармакодинамичними ефектами

[130, 131]. Нині синтезовано органічні сполуки германію – сеcквіоксани з

піримідиновим фрагментом [132]. Ці сполуки є близькими за структурою до

природної сполуки германію, яка міститься в біомасі коріння женьшеню [123,

132]. Крім того, активно розробляються шляхи синтезу нових біологічно

активних координаційних сполук германію [9, 133-137].

В організмі атом германію взаємодіє із зарядженими іонами, знижуючи

їх електричний потенціал. При цьому відбувається не лише зменшення токсич-

ності металу, але й посилення біоефекту всіх складових комплексної сполуки –

як біоліганду, так і металу. Показано, що такі сполуки за силою ефектів можуть

перевершувати вихідні компоненти, не проявляючи побічних реакцій та токси-

чної дії у широкому діапазоні добових доз – від 50 до 3000 мг [138]. Враховую-

чи те, що германій подібно до інших мінералів, може існувати в чисельних фо-

рмах, які обумовлюють його біологічні ефекти та безпечність для людини, ви-

явлено його вельми широкий спектр дії [125, 139].

Створення лікарських препаратів на основі сполук органічного германію

було ініційовано, в першу чергу, за різкими змінами у харчових пріоритетах в

різних країнах, а також численними дослідженнями біологічних властивостей

цих сполук. Однак тільки наприкінці минулого сторіччя у Японії був створений

перший препарат із вмістом органічного германію «Ge-132», який

використовується для корекції імунного статусу [125, 140], а створення першого

російського препарату «Гермавіт» стало можливим тільки 2000-го року [75].

Поряд з корисними властивостями германію вчених цікавили і

токсикологічні характеристики як неорганічних, так і органічних його форм.

Основним поштовхом для розгляду германію та його сполук, як екологічно

несприятливого чинника і найважливішої ланки біогеоценозів стало те, що у

ХХ столітті стався значний розвиток германійорганічної хімії і широке

застосування цього металу у промисловій індустрії [141, 142].
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Проте відомо, що германію притаманні також токсичні ефекти, які за

вираженістю перевершували його корисну дію. Токсична дія германію та його

оксидів на клітини пов'язана з вивільненням цитохрому С, зниженням

мембранного потенціалу мітохондрій, транслокацією ділянки гена Bax з

одночасним зниженням експресії Bcl-2 [143]. Тривале (понад 24 тижнів)

системне використання оксиду германію в експериментальних дослідженнях

на тваринах призводить до сенсоріоневральної втрати слуху, спричиненої

мітохондріальною дисфункцією [144, 145].

Схожі дані спочатку були отримані низкою авторів і для деяких органічних

сполук германію, однак вони мають більш суперечливий характер [146, 147]. Це

обумовлено більшою мірою тим, що на той час технології очищення, виділення і

визначення біоорганічних сполук германію були невдосконаленими, тому

можлива контамінація з неорганічними сполуками германію часто не

враховувалася, що призводило до надмірних токсичних ефектів.

Відомо, що у переважній своїй більшості надмірні токсичні ефекти

германію вражають нирки, м'язову і нервову тканини, включаючи

інтоксикацію германієм з летальним насидком [148, 149]. Германій-індукована

токсичність у літературі пов’язана з його неорганічними сполуками, або

йдеться про те, що їх наявність не виключається [150, 151].

Отже, при плануванні синтезу нових комплексних сполук з германієм в

їх основі не можна повністю ігнорувати токсичні ефекти органічних і

комплексних сполук германію, особливо у разі їхнього тривалого застосування,

а також в залежності від доз, які використовувалися [152-154]. На сьогодні

сучасні високоточні методологічні підходи для спектрофотометричного

визначення слідів різних сполук германію, які дозволяють визначати

мінімальні кількості германію у харчових продуктах, а також у різних зразках

тканин і рідин з більшою точністю і за коротші терміни [155], порівняно з

технологіями, які раніше застосовувалися [156, 157].

Багатобічні комплексні експериментальні дослідження дозволили

встановити досить широкі та різноспрямовані властивості германій-вмісних
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комплексних сполук, серед яких слід відокремити нейротропну, аналгезуючу,

детоксикаційну, гіпотензивну, фунгіцидну, бактерицидну, противірусну, анти-

малярійну, антирадіаційну, імуномодулюючу, протипухлинну та ін. [125, 158,

159]. Доведено, що подібна різнобічна спрямованість біологічних ефектів гер-

манію може бути обумовлена наявністю атомів кисню всередині сполуки, які

внаслідок взаємодії з позитивно зарядженими радикалами водню, утворення

яких відбувається за умов багатьох патологічних процесів, відщеплюють їх від

органічних сполук тканин і клітин при дегідратації, спричиняючи таким чином

протективну дію [59]. Подібним логічним поясненням можливо обґрунтувати

терапевтичний ефект германію, наприклад, при онкологічних захворюваннях,

оскільки присутність германію в клітинах при канцерогенезі спричиняє токси-

чний вплив на них, бо германій діє як «кисневий каталізатор», а самі онкологі-

чно змінені клітини не в змозі застосовувати кисень для внутрішньоклітинного

метаболізму [60].

У продовження цього відзначимо, що комплексні сполуки германію

впливають на імунну відповідь як імуномодулятори [161, 162], можуть

знижувати мутагенність і генотоксичність різних факторів і речовин [163, 164];

мають значну противірусну [158, 165], антимікробну і протипухлинну

активності [166-168], антиоксидантні [169-172], антигіпоксичні [173-176] і

гепатопротекторні властивості [169, 170, 177-180], виразний гіпотензивний та

кардіопротекторний [125, 181, 182], протизапальний та аналгезуючий ефекти

[183-185], впливають на ЦНС [11, 186-193], мають значну протисудомну дію

[194-201], стимулюють гемопоєз і запобігають утворенню і відкладенню

амілоїдних білків [202, 203].

Сполуки германію мають бактерицидний ефект, а з іншого боку,

виявлено численні випадки поглинання і накопичення гідратованого діоксиду

германію мікроорганізмами, водоростями і грибами. Так, для дезінфекції

питної води, наприклад, запропоновано застосовувати композицію яка містить

0,001-15,0 % металевого германію. За наявності германію і активованого

вугілля при інтенсивній аерації в результаті електрообробки питна вода
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набуває фунгіцидних, гербіцидних та інсектицидних властивостей.

Підвищення стійкості їжі та олії для зберігання досягається шляхом

аналогічної обробки, однак без аерації [204]. Водночас діоксид германію не

тільки нетоксичний відносно деяких грибів і бактерій, а вони здатні до його

накопичення [131]. Тому деякі дослідники запропонували це використовувати

для одержанняя різних біоактивних препаратів та застосовувати їх з медичною

метою. Досить цікавим є факти про те, що деякі сполуки германію мають

антибактеріальну і фунгіцидну активність [205].

Привітає увагу, те що сполуки германію інгібують поглинання кисню

тільки тими бактеріями, які не мають цитохромів. З цього впливає, що сполуки

германію інгібують якусь стадію окислювального фосфорилювання зв'язану з

НАД-Н2-оксидазою в молочнокислих бактеріях, а не з цитохромами [206]. Крім

того, спірогерманій розглядається як антималярійний засіб принципово нової

структури [207]. Важливо відмітити, що деякі водорості, вирощені в

середовищі, яке містить органічні сполуки германію, мають протигрибкову

активність і можуть використовуватись у лікувальному харчуванні. Біомасу,

або екстракти рослин, з підвищеним вмістом германію використовують для

приготування препаратів, які мають тонізуючу і терапевтичну дію при різних

захворювань, що супроводжуються астенічним синдромом.

Фармакологічно активні сполуки германію розділені за хімічною

будовою на декілька класів — полімери сесквіоксанового типу, герматрани,

спірогерманій, органілгермани та ін. В даний час намітилися перспективні

шляхи синтезу органічних і комплексних сполук германію з корисними

біологічними властивостями.

Деякі сполуки германію мають противірусні властивості. У дослідах на

тваринах і в клініці виявлено противірусні ефекти відносно вірусів грипу типів

А і В [208, 209], цитомегаловірусу [210], vaccinia [211], ДНК- і РНК-вірусів,

вірусів гепатитів А, В, ні А, ні В [212] та ін. При застосуванні

германійвмістних сполук виявлено збільшення виживаності тварин,

інгібування розмноження вірусу в тканині, підвищення синтезу антитіл [213].
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Сполуки германію успішно застосовувалися при лікуванні різних форм СНІДу

[125, 129, 149, 214].

Деякі сполуки германію виявилися ефективними при застосуванні їх при

артеріальній гіпертензії [125, 215]. Вони ефективно знижують не тільки

систолічний, але й діастолічний артеріальний кров’яний тиск. У ряді

досліджень переконливо відзначається кардіопротекторна дія сполук германію

за гострої ішемії [216, 217]. При стенокардії спостерігався позитивний ефект

при лікуванні сполуками германію.

Значна кількість сполук германію запатентовані і застосовуються як

протизапальні і як засоби для профілактики інфекційно-запальних захворювань

[129, 218]. Встановлено, що германій чинить стимулюючу дію на

проліферативно-репаративну функцію сполучної тканини та епітелізацію. Крім

того, застосування сполук германію позитивно впливає на лікування катаракти

[219], остеопорозу, артритів [125, 220]. Спірогерманій нормалізує рівень

прозапального інтерлейкіну-1, виявляє протизапальну дію при хронічних

процесах [221], а також відновлює активність Т-супресорів [221, 222].

Органічні сполуки германію, не зважаючи на різноманіття виявлених

ефектів, вирізняються більш вираженими позитивними фармакодинамичними

ефектами та значно більш низькою токсичністю, ніж неорганічні похідні [129, 223].

При вивченні впливу германійвмістних сполук на активність ЦНС

встановлено, що їм притаманні значна нейротропна активність депримуючої

дії. В оcнові таких центральних ефектів лежать процеси інгібування

катехоламінергічної і активації серотонінергічної систем [224]. Відомі дані про

ефективність похідних германію при лікуванні хворих на різні форми епілепсії,

шизофренії. Крім того, вони мають знеболювальну дію. Деяким сполукам

германію притаманні ноотропні й адаптогенні властивості. На різних моделях

гіпоксії показаний виразний антигіпоксичний ефект [125, 225].

Експериментальні роботи на еритроцитах кролів і мікросомах печінки

виявили виразну антиоксидантну активність сполук германію, що є подібною
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до токоферолу [214]. Крім того, германій має детоксикаційні властивості при

отруєнні важкими металами [125, 129].

В основі механізму антиоксидантної дії германійвмісних сполук лежить

значне гальмування мелітин-викликаного вивільнення арахідонової кислоти,

гістаміну й утворення простагландину Е, що супроводжується виразним

альмуванням утворення пероксидів та їхнього внутрішньоклітинного вмісту [185].

Співробітниками кафедри загальної та клінічної фармакології Одеського

національного медичного університету тривалий час досліджується фармако-

кінетика та фармакодинаміка комплексних германійвмісних сполук, які синте-

зовані на кафедрі загальної хімії та полімерів Одеського національного універ-

ситету ім. І. І. Мечникова під керівництвом професора І. Й. Сейфулліної. Було

встановлено, що досліджувані сполуки МІГУ-1 (германій з нікотиновою кис-

лотою), МІГУ-2 (германій з нікотинамідом), а також МІГУ-3 (германій з бурш-

тиновою кислотою) спричиняють нейропротективну активність за умов різних

екстремальних кисневодефіцитних станів – різні типи гіпоксії, закрита череп-

но-мозкова травма, гостра церебральна ішемія, закрита черепно-мозкова трав-

ма, гострий та хронічний судомний синдром, синдром тривалого роздавлюван-

ня, гостра інтоксикація динітрофенолами, токсичний лікарський гепатит, кар-

діодистрофія та ін. [161, 174, 177, 180, 226, 227]. За експериментальних умов

доведена наявність протизапальної, аналгезуючої, кардіовазотропної та деток-

сикуючої активності у цих комплексних сполук [184, 228].

Встановлено також, що для інших сполук - МІГУ-4 (германій з нікоти-

новою кислотою), МІГУ-5 (германій з нікотинамідом) та МІГУ-6 (германій з

магнієм) – характерними є протизапальні та гепатопротекторні ефекти.

Враховуючи дані літератури про біологічну дію як самого германію, так і

біолігандів, був показаний позитивний вплив МІГУ-1, 2, 3 на метаболічні процеси,

виявлена їхня мембранопротекторна дія [229, 230], що узгоджується з даними

інших авторів [231]. Результати досліджень вкладаються у відомі уявлення про

вплив самого германію і біолігандів на функцію печінки [75, 232-235].
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Цілий ряд експериментальних та клінічних робіт присвячено впливу

сполук германію на патологію шлунково-кишкової системи. Доведено, що ці

сполуки мають позитивний терапевтичний ефект при лікуванні виразки

шлунка, гепатитів, цирозу печінки, жирової дистрофії печінки, а також при

цукровому діабеті [129, 212, 236-238].

Підтвердженням нешкідливості БАР було вивчення морфології печінки

[19]. Вивчення порівняльної ефективності МІГУ-1, 2, 3 і широко

застосовуваного препарату есенціале [239-243] показало значно більшу

активність синтезованих БАР. При цьому найбільш виразну гепатопротекторну

дію мав МІГУ-1 [19].

Вище вказували про вивчення ефективності МІГУ-1 в умовах гіпоксичної

гіпоксії з гіперкапнією [244]. Було показано, що дана сполука, перш за все,

реалізує свою протекторну активність за рахунок запобігання формуванню

поширеної мембранопатії шляхом регуляції прооксидантно-антиоксидантної

рівноваги, внаслідок чого знижується кисневий попит клітин і відбувається

споживання кисню в енергопродукуючих реакціях фосфорилюючого

окиснення. Разом з цим, БАР коригує вміст основних компонентів

мітохондріального і мікросомального ланцюгів гепатоцитів, стабілізуючи

процеси тканинного дихання і детоксикації. Не менш важливу роль в ефекті

антигіпоксії МІГУ-1 відіграє його здатність зберігати рівень АТФ, зокрема

шляхом модифікації активності ферментів енергетичного обміну.

У сполуки германію з нікотинамідом (МІГУ-2) встановлено захисну дію

при токсичному медикаментозному гепатиті у щурів, який спровокований

протитуберкульозними препаратами [179, 245]. Скринінговими дослідженнями

також доведено, що МІГУ-2 може використовуватися як антидот при

пероральному отруєнні динітроортокрезолом.

У комплексної сполуки германію з магнієм (МІГУ-6) виявлено

детоксикуючу активність в умовах синдрому тривалого розчавлювання [246].

Отже, дані комплексні сполуки германію з різними біолігандами мають

виразну фармакодинамічну дію і можуть розглядатися як потенційні ЛЗ.
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Таким чином, наведені дані літератури свідчать про те, що перевагою

класу германій-вмісних органічних сполук, разом з їх широким спектром фар-

макологічної дії, є незначна токсичність та низька виразність побічних ефектів,

що створює перспективи синтезу та пошуку нових речовин на основі германію

та всебічне дослідження їх ефектів. А використання таких препаратів у раціо-

нальній політерапії неврологічних та психічних захворювань, зокрема, епілеп-

сії, паркінсонічному синдромі та ін., ймовірно, дозволить досягти ефективні-

ших терапевтичних результатів при відносно більш низьких дозуваннях синте-

тичних протиепілептичних препаратах і, відповідно, меншій виразності побіч-

них ефектів.

Проте, за таких сприяливих модельних та експериментальних даних

клітинні і молекулярні механізми германійвмісних сполук залишаються до

кінця не з’ясованими. Недостатньо даних у літературі стосовно

фармакокінетики германію та його сполук, часто вини є суперечливими [129,

247]. Це пов’язано з кількома причинами, але передусім з різною хімічною

структурою, фізико-хімічними властивостями численних представників

германійвмісних сполук, що, без сумніву, впливає на їхні фармакокінетичні

параметри. Але і на підставі наявних досліджень можна відзначити дані

стосовно його повільної абсорбції: при пероральному введенні всмоктування

германію відбувається в шлунку, тонкому кишечнику, а максимальна

концентрація в крові досягається протягом 1 року [248].

Після одноразового перорального введення сполук германію він

неоднорідно розподіляється в органах і системах [130]. При

внутрішньовенному (в/в) введенні сполук германію відбувається їхнє швидке

проникнення з крові в тканини [249, 250]. При цьому не виявлено якого-небудь

органа, в якому концентрація речовини була б значно вищою, ніж в інших;

довше германій затримується в печінці і шлунково-кишковому тракті [247].

Показано, що неорганічні сполуки германію швидко всмоктуються і

розподіляються в тканинах і рідинах організму після перорального

застосування з переважним скупченням у нирках, периферичних нервах і
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щитоподібній залозі, а екскреція германію здійснюється переважно з сечею

[251, 252].

Результати досліджень фармакокінетичних параметрів комплексних

сполук МІГУ-1-6 виявили, що дані сполуки належать до речовин, які швидко

всмоктуються [253, 254]. Через 15 хв германій виявлявся в усіх органах і

тканинах. Ці БАР мають виразні ліпофільні властивості, добре проникають

крізь клітинні мембрани і гематоенцефалічний бар'єр, швидко розподіляються в

органах і тканинах. Проте, відомі дані стосовно фармакокінетики МІГУ-1-6 не

дозволяють виявити загальних закономірностей «поведінки» нових БАР в

організмі і потребують додаткового вивчення.

Резюмуючи, зазначимо, що дані, викладені вище, мають інтерес стосовно

подальших досліджень у наступних моментах. По-перше, безсумнівно, що

германій і його сполуки мають унікальні фармакокінетичні і фармакодинамічні

властивості. По-друге, германію та германійвмісним сполукам, які вже були

раніше досліджені, притаманним є широкий спектр нейротропних ефектів, що

робить комплексні сполуки, які утворені на базі германію, перспективними з

точки зору виявлення в них нейропротекторних ефектів та відповідного їх

застосування в медичній практиці. По-третє, з точки зору фармакології

важливим є досягнення нових протекторних ефектів, ймовірно, з боку

внутрішніх органів при синтезі нових германій вмісних сполук, зважаючи на

виявлені раніше мембраностабілізуючі ефекти та ті, які спричиняють

стабілізацію внутрішньоклітинного гомеостазу.

1.4. Біологічна роль купруму та перспективи використання

його сполук у медицині

У попередніх підрозділах вказували, що саме мікроелементи або

мінеральні речовини мають бути обов'язковими елементами разом з

вітамінами, що забезпечують нормальний перебіг процесів життєдіяльності
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людини. Серед величезної кількості хімічних елементів особливе значення у

функціонуванні організму має мікроелемент купрум.

Купрум - елемент I групи періодичної системи з атомним номером 29.

Купрум це ковкий і пластичний метал червонуватого кольору, з високою елек-

тро- і теплопровідністю. Купрум стійкий до дії повітря і води. Природним дже-

релом купруму є мінерали борніт, халькопірит, малахіт, також зустрічається і

самородний купрум [7, 27, 41, 255-258].

Купрум - є одним з найважливіших незамінних елементів, необхідних

для живих організмів [7, 27, 256, 258]. У рослинах купрум бере активну участь

у процесах фотосинтезу, дихання, відновлення та фіксації азоту. В даний час

основною проблемою вважається нестача купруму в ґрунтах або її дисбаланс з

кобальтом. Основні ознаки дефіциту купруму для рослин - уповільнення, а по-

тім і припинення формування репродуктивних органів.

Біологічній ролі купруму для організму людини в наші дні надається

більше значення, ніж вважалося раніше [27, 259, 260]. Купрум є життєво

важливим елементом, який входить до складу багатьох вітамінів, гормонів,

ферментів, дихальних пігментів, бере участь у процесах обміну речовин, у

тканинному диханні і т. д. [7, 27]. Купрум має велике значення для підтримки

нормальної структури кісток, хрящів, сухожиль (колаген), еластичності стінок

кровоносних судин, легеневих альвеол, шкіри (еластин), входить до складу

мієлінових оболонок нервів [7, 26, 261, 262].

Купрум - інтегральний компонент ферментів так званого дихального ла-

нцюга, безпосередньо залучених до засвоєння молекулярного кисню [263, 264].

Купрум необхідний для підтримки активності таких ферментів, як цитохром С-

оксидаза («клітинне дихання»), супероксиддисмутаза (антиоксидантний за-

хист), металоредуктаза STEAP (відновлення прооксидантно-тривалентного фе-

руму до двовалентного) і білок гефестин (взаємоперетворення дво- і тривален-

тного феруму) [263,264]. В експерименті дефіцит купруму безпосередньо приз-

водив до розвитку ферум-дефіцитної анемії внаслідок порушення абсорбції

феруму [265].
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Відомо, що цитохром С-оксидаза (за активність якого відповідають гени

MTCO1 і MTCO2) – купрумзалежний компонент дихального ланцюга - каталі-

зує відновлення молекулярного кисню до води [263, 264]. Упродовж цього

процесу перенесення електронів і протонів сприяє синтезу аденозинтрифосфо-

рної кислоти в мітохондріях. При цьому електрони переносяться саме через

гем і атом купруму, які є кофакторами цитохрому С-оксидази. Зменшення ак-

тивності цитохрому С-оксидази (внаслідок генетичних дефектів або глибокого

дефіциту феруму і купруму) спричиняє розвиток ідіопатичної сідеробластичної

анемії і міоглобінурії [266].

Встановлено, що купрум і цинксупероксиддисмутази (активність яких

кодують гени SOD1 і SOD2) – це є ферменти антиоксидантного захисту органі-

зму [263, 264, 267]. Деградуючи, пероксидний та надпероксидний аніони разом

із супероксиддисмутазою поряд з каталазою забезпечують захист організму від

високореактивних форм кисню. Активність супероксиддисмутази також знахо-

диться в опосередкованій залежності від вмісту купруму в організмі та – най-

головніше – від активності купрум-вмісних регуляційних систем в організмі,

що впливає також на гемоліз, анемію і клітинний гомеостаз феруму.

Показано також, що металоредуктази типу STEAP необхідні для ефекти-

вної абсорбції феруму за допомогою трансферину [25]. Вони відновлюють ток-

сичний тривалентний ферум до двовалентного феруму і регулюють таким чи-

ном поглинання феруму і купруму клітинами-попередниками еритроцитів. Не-

долік активності металоредуктази STEATP4 збільшує рівні прозапальних ци-

токінів в організмі та пов'язаний з підвищенням ризику розвитку запально-

дегенаративних захворювань суглобів.

С цими результатами узгоджуються відомі дані стосовно виражених про-

тизапальних властивостей купруму, пригніченням під його впливом клінічного

перебігу автоімунних захворювань (наприклад, ревматоїдного артриту) [26].

Показано, що купрум необхідний для регулювання процесів постачання

клітин киснем, утворення гемоглобіну і "дозрівання" еритроцитів [268, 268].

Він також сприяє більш повній утилізації організмом білків, вуглеводів та під-
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вищенню активності інсуліну. Купрум не тільки бере участь у процесі засвоєн-

ня кисню і багатьох ферментативних реакціях, але і збільшує швидкість крово-

обігу при інтенсивному фізичному навантаженні [7, 27].

Купрум тісно пов’язаний з обміном феруму [26, 269, 270, 271]. Він є есе-

нціальним синергістом феруму в організмі, що необхідний для підтримки го-

меостазу останнього, його фізіологічного розподілу в тканинах і здійснення бі-

ологічних впливів [272-274]. Він бере участь у дозріванні і стимуляції ретику-

лоцитів та інших гемопоетичних клітин шляхом активації цитохромоксидази.

Купрум сприяє стійкості клітинних мембран і мобілізації феруму, його транс-

порту з тканини в кістковий мозок. Купрум вважається основним активатором

гемоглобіну. При дефіциті купруму порушуються еритро- і гранулоцитопоез,

що призводить до розвитку гіпохромної анемії та нейтропенії.

Вивчення двох купрумвмісних білків, церулоплазміну і гефестину дало

змогу виділити молекулярні ланки спільні для метаболізму купруму та феруму

[275]. На сьогодні відомо, що з ентероциту ферум переноситься у кров за до-

помогою мембранного переносника (транспортера) – феропортину, який може

транспортувати ферум тільки в окисленому вигляді. Це окиснення двовалент-

ного феруму в тривалентний ферум здійснюється купрумзалежною фероксида-

зою – гефестином – в ентероцитах кишечника. Якщо через дефіцит купруму

гефестин інактивується, то ферум не окислюється, не переноситься і може на-

копичуватися в ентероцитах. Якщо в умовах нестачі купруму ферум не може

ефективно всмоктуватися, то не створюються запаси феруму в депо і знижу-

ється рівень феруму в сироватці [276].

У ході дослідження, у якому аналізували вміст окремих мікроелементів

залежно від стану обміну феруму, у 94 дітей віком 7-16 років в м. Києві, було

виявлено, що у дітей з латентним дефіцитом феруму та ферумдефіцитною ане-

мією вміст купруму у волоссі має тенденцію до зниження порівняно з дітьми

без порушення обміну феруму [277, 278]. Зниження кількості купруму в орга-

нізмі спостерігалося у 42,1-82,4 % дітей із сидеропенією. Такі дані необхідно

враховувати для розробки лікувальних заходів для дітей з анеміями.
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В організм людини купрум надходить в основному з їжею [7, 27]. У шлу-

нково-кишковому тракті абсорбується до 95 % купруму, яий надійшов в орга-

нізм (причому в шлунку його максимальна кількість), потім у дванадцятипалій

кишці, тонкій і клубовій кишці. Найкраще організмом засвоюється двовалент-

ний купрум. У крові купрум зв'язується з сироватковим альбуміном (12-17 %),

амінокислотами - гістидином, треоніном, глутаміном (10-15 %), транспортним

білком транскупріном (12-14 %) і церулоплазміном (до 60-65 %).

Купрум здатен проникати в усі клітини, тканини і органи [7, 27]. Макси-

мальна концентрація купруму відличена в печінці, нирках, мозку, крові, однак

купрум можна виявити і в інших органах і тканинах.

Провідну роль у метаболізмі купруму відіграє печінка, оскільки тут син-

тезується білок церулоплазмін, що має ферментативну активність і бере участь

у регуляції гомеостазу даного мікроелементу [7, 27, 279, 280]. До того ж церу-

лоплазмін бере участь в окисленні двовалентного феруму в тривалентний, адже

тільки в цій формі ферум доступний організму.

Відомо, що у гепатоцитах купрум зв’язується з металотіонеїном [7, 27,

28, 281]. Порушення регуляції біосинтезу металотіонеїну, що призводить до

посилення його синтезу і, як наслідок, до накопичення купруму в клітинах пе-

чінки, відбувається, насамперед, при деяких генетичних захворюваннях, а та-

кож під дією токсичних речовин, що викликають депресію тіонеїнових генів.

До появи надлишку купруму призводять також порушення видільної функції

лізосом, які виводять комплекс купрум-тіонеїн з плазми. Слід відзначити, що

затримка виділення купруму з клітини призводить до індукції біосинтезу мета-

лотіонеїну, утворюючи замкнуте коло. Зв’язаний з металотіонеїном купрум у

гепатоцитах включається в Сu-вмісні ферменти, зокрема, церулоплазмін [263,

282, 283].

Церулоплазмін, що виконує в організмі функції фероксидази, амінокси-

дази і частково супероксиддисмутази, відіграє роль реактанта гострої фази за-

пального процесу, захищає ліпідні мембрани від перекисного окиснення, фун-

кціонує і як транспортний білок, який переносить купрум на тканинні фермен-
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ти, насамперед на цитохромоксидазу [284-290]. Встановлено, що саме церуло-

плазмін містить близько 75 % купруму плазми.

Крім того показано, що купрум включається також в компоненти жовчі

[7, 27]. У жовчних протоках купрум спочатку перебуває в складі низькомоле-

кулярних сполук – комплексів із амінокислотами, а в процесі подальшого руху

жовчними протоками утворюються сполуки з високомолекулярними білками

або кон’югатами білірубіну, які не доступні зворотному всмоктуванню. Таким

чином, близько 30 % добового надходження купруму засвоюється, а решта ку-

пруму в шлунково-кишковому тракті перетворюється на нерозчинні сполуки,

що виводяться з калом. Із загальної кількості резорбованого купруму близько

80 % виводиться з жовчю і близько 16% – стінками шлунково-кишкового трак-

ту. Із сечею виділяється близько 4 % купруму. Незначна кількість цього елеме-

нту виділяється з потом [29].

Всмоктування купруму з шлунково-кишкового тракту підлягає конкуре-

нтному інгібуванню іншими металами, зокрема цинком [7, 27]. Наявність хар-

чових білків і амінокислот, фруктози, аскорбінової кислоти, харчових волокон

також може впливати на всмоктування купруму з шлунково-кишкового тракту.

Вміст купруму в плазмі регулюється нейрогуморальними механізмами

[7, 27, 291]. У людини відмічається підвищення рівня цього мікроелемента в

крові при гіпертиреозі, а зниження – при гіпофункції щитоподібної залози. Бо-

льове подразнення, стресові ситуації та інфекційні захворювання, впливаючи

на нейрогуморальну систему, викликають підвищення в крові вмісту купруму

та церулоплазміну [292, 293].

Пацієнти, які отримують парентеральне харчування, потребують прибли-

зно в 0,3 мг купруму щодня додатково [7, 27]. Потреба збільшується на 0,4-0,5

мг при виражених шлунково-кишкових втратах. Вживання повинне бути зме-

ншене у пацієнтів з холестазом і порушенням екскреції жовчі.

Поріг токсичності купруму для людини дорівнює 200-250 мг/добу [7, 27].

Гостре отруєння купрумом спостерігалося при випадковому вживанні дітьми,

спробах самогубства, після зовнішнього застосування, при використанні питної
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води із забруднених джерел або споживанні їжі або напоїв, які зберігалися в

мідних контейнерах [7, 27]. Симптоми - епігастральний біль, нудота, блювота і

діарея. Важкі прояви включають: кому, олігурію, некроз печінки, судинний ко-

лапс і смерть. Хронічне отруєння купрумом спостерігалося у робітників виног-

радників, що використовують сполуки купруму в якості пестицидів.

Про інтенсивність обміну купруму в організмі людини можна судити за

допомогою визначення рівня церулоплазміну в сироватці крові, а також за ак-

тивності купрумвмісних ферментів [7, 27, 263, 264]. Рівні купруму та церулоп-

лазміну в сироватці підвищуються протягом вагітності зазвичай в 2 рази при

запальних станах, інфекційних захворюваннях, гематологічних хворобах, діа-

беті, коронарних і серцево-судинних розладах, уремії і злоякісних захворюван-

нях. Куріння і деякі ліки також збільшують концентрацію купруму в сироватці

[7, 27]. Церулоплазмін - реагент гострої фази і його підвищення, ймовірно, від-

повідальний за збільшення купруму в сироватці за вищезазначених умов [7, 27].

Причинами дефіциту купруму є недостатнє надходження купруму, три-

валий прийом кортикостероїдів, нестероїдних протизапальних препаратів, ан-

тибіотиків, антацидів і дуже високих доз цинку, при повному парентеральному

харчуванні, мальабсорбції та ін. [7, 27]. Дефіцит вмісту купруму в організмі

людини проявляється в гальмуванні всмоктування феруму, порушенні гемо-

глобіноутворювання, пригніченні кровотворення, розвитку мікроцитарної гі-

похромної анемії, лейкопенії і нейтропенії. Крім того, погіршується діяльність

серцево-судинної системи, збільшується ризик розвитку ішемічної хвороби се-

рця, аневризм стінок кровоносних судин. При дефіциті купруму погіршується

стан кісткової і сполучної тканини, порушується мінералізація кісток, розви-

ваються остеопороз, пригнічується функція імунної системи, розвивається де-

генерація мієлінових оболонок нервових клітин, збільшується ризик розвитку

розсіяного склерозу, порушується пігментація волосся, формуються гіпотире-

оз, затримка статевого розвитку у дівчаток, порушення менструальної функції,

безпліддя [7, 27].
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Підсумовуючи, зазначимо, що купрум впливає на активність понад 30

ензимів, відповідальних за окиснення і клітинне дихання, стимулює

вироблення жіночих статевих гормонів та тироксину, бере участь у синтезі

нейромедіаторів (катехоламінів), меланіну і мієліну, важливий для нормальної

структури сполучної тканини (хряща, зв’язок). Цей метал містять

аскорбіноксидаза, бутирил-коензим-А-дегідраза, каталаза, тирозиназа, уриказа,

дегідраза мурашиної кислоти і багато інших ферментів.

Основні фізіологічні функції купруму пов’язані з його включенням до

складу ферментів цитохромоксидази, супероксиддисмутази,

моноамінооксидази (каталізує окисне дезамінування катехоламінів і

серотоніну), лізилоксидази (бере участь в утворенні поперечних зшивок у

молекулах колагену і еластину), тирозинази (каталізує перетворення

амінокислоти тирозину в дегідрооксифенілаланін, а потім у пігмент меланін)

[263, 264, 271].

Маючи два валентних стани, купрум дає можливість Сu-вмісним білкам

охопити широкий діапазон окисно-відновного потенціалу, а також зворотно

зв’язувати кисень та оксид вуглецю [28, 260, 263, 264, 271]. Купрум є

складовою білка гемоціаніну, який переносить молекулярний кисень. Цей

метал підвищує активність інсуліну і тироксину, впливає на біосинтез кератину

і фосфоліпідів [260, 263, 264, 271].

Дефіцит купруму в організмі викликає порушення обміну катехоламінів:

знижується вміст дофаміну та норадреналіну в головному мозку, що пов’язано

з пригніченням ферментів тирозинази і дофамін-β-моноксигенази, які беруть

участь у синтезі адреналіну [294, 295]. Купрум необхідний для утворення

ненасичених жирних кислот та синтезу простагландинів.

Таким чином, купрум впливає на перебіг більшості регуляторних та

адаптаційних процесів в організмі. У зв’язку з цим, його включення до складу

нової координаційної сполуки разом із ОЕДФ і германієм, ймовірно,

спричинить появу нових видів активності.
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Отже, наведені вище дані літературних джерел про унікальні біологічні

властивості ОЕДФ та двох есенціальних мікроелементів (германію і купруму)

свідчать загалом про перспективність та доцільність проведення низки

експериментальних досліджень, присвячених оцінці токсико-фармакологічного

профілю нової біологічно активної речовини – купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманату.
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РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Експериментальні дослідження проводили на 526 щурах-самцях лінії Ві-

стар масою 180-220 г, 317 нелінійних мишах-самцях масою 18-20 г, 12 кролях

породи Шиншила та 12 мурчаках гладенькошерстної породи, які утримувалися

на стандартному водно-харчовому раціоні при доступі до води та їжі ad libitum.

Вони були розведені у експериментально-біологічній клініці ОНМедУ МОЗ

України. Досліди проводилися згідно вимогам good laboratory practice (GLP),

методичних рекомендацій Державного експертного центру МОЗ України [296],

загальних принципів Європейської конвенції по захисту хребетних тварин, що

використовуються для дослідницьких та інших наукових цілей, ухвалених I

національним конгресом з біоетики (Київ, 2001), а також висновків комісії з бі-

оетики ОНМедУ (протокол № 68 від 24 жовтня 2014 р.).

2.1. Методика синтезу і вивчення фізико-хімічних властивостей

       нової БАР

Цілеспрямований синтез оксіетилідендифосфонатогерманату купруму

(ІІ) під робочою назвою «медгерм» здійснювали за методикою, розробленою на

кафедрі загальної хімії і полімерів Одеського національного університету ім.

І.І. Мечникова МОН України під керівництвом з.д.н.т. України, д.хім.н., проф.

І.Й. Сейфулліної [297]. Методика синтезу наведена у підрозділі 3.1. Індивідуа-

льність та кристалічну природу одержаного комплексу доводили рентгенофа-

зовим аналізом, який був проведений на дифрактометрі ДРОН-0,5 на мідному

антикатоді з нікелевим фільтром. Вміст германію, купруму і фосфору визначе-

но методом атомно-імісійної спектроскопії з індуктивно зв'язаною плазмою на

приладі фірми ”Perkin Elmer” “Optima 2000 DV”. Вміст карбону і гідрогену ви-

значено з використанням напівавтоматичного С, N, H-аналізатору [298]. Тер-

могравіметричні криві (ДТА, ДТГ, ТГ) було записано на дериватографі Q-
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1500Д в атмосфері повітря. Нагрівання зразків (масою ~ 150 мг) проведено зі

швидкістю 5 град/хв в інтервалі температур 20-500 0С. Еталон – прожарений

оксид алюмінію. ІЧ-спектри поглинання (400-4000 см–1) зразків вихідної ком-

плексної кислоти та різнометальних комплексів, пресованих з KBr, були запи-

сані на спектрометрі «Specord IR-75».

2.2. Вивчення токсикологічних властивостей нової БАР

2.2.1. Гостра токсичність

Вивчення гострої токсичності медгерму проведено на 153 нелінійних

мишах-самцях масою 18-20 г та на 153 щурах лінії Вістар масою 180-220 г

обох статей за загальноприйнятими методами [296], яким вводився водний ро-

зчин медгерму такими шляхами: внутрішньоочеревинний (в/о), підшкірний

(п/ш) та пероральний (п/о). Як розчинник для БАР використовувалася дисти-

льована вода.

Експеримент проводився у два етапи. На 1-му етапі («пристрілювальна»

серія) була визначена доза медгерму при всіх шляхах введення двом видам

гризунів, яка викликала летальний наслідок у 100 % випадків та така доза, яка

не викликала такого. Це дало можливість виявити інтервали доз, у яких знахо-

диться ЛД50.  На 2-му етапі основною метою було визначення токсикометрич-

них властивостей БАР при одноразовому введенні медгерму. Ці дослідження

були виконані з дотриманням правил залежності його об'єму від шляхів вве-

дення, маси тіла та виду тварин. Групи дослідних щурів і мишей було розподі-

лено на 3 групи залежно від шляху введення медгерму. В свою чергу, кожну

групу тварин було розподілено на 5 підгруп по 6 тварин залежно від дози мед-

герму, яку отримували тварини. Пероральне введення медгерму проводилося

за допомогою спеціальної голки-насадки з оливою. Контрольній групі в адек-

ватних об'ємах вводився 0,9 % розчин натрію хлориду. Картину інтоксикації і

динаміку загибелі спостерігали впродовж 14 діб з моменту введення препарату.

Динаміку прояву токсичних ефектів оцінювали за інтегральними показниками
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(загальний стан, маса тіла, зміна положення тіла, стан шкіри, колір слизових

оболонок, температура тіла) та окремими симптомами (міоз, сльозоточивість,

салівація, діарея, сонливість, тремор, судоми та ін.), а також за часом появи і

виразністю токсичної дії, виживаністю тварин і термінами настання летальних

результатів [299]. У 1-у добу вплив медгерму на стан лабораторних тварин оці-

нювали що години, у подальшому 2 рази на добу: вранці (з 9 до 11 год) та вве-

чері (з 16 до 18 год). Для виключення смерті за рахунок механічного пошко-

дження при введенні медгерму всі загиблі тварини піддавалися розтину.

Основним критерієм кількісної характеристики токсичності медгерму

була ЛД50, яка визначалася з використанням методу найменших квадратів для

пробіт-аналізу кривих летальності за В. В. Прозоровським [300]. Крім того, для

токсикометричної оцінки БАР були розраховані такі показники небезпеки:

1/ЛД50 — зворотна величина середнє смертельної дози (абсолютна токсич-

ність), ЛД84/ЛД16 — діапазон смертельних доз (зона гострої токсичної дії),

1/(ЛД50 – S) — сумарний показник токсичності, S — функція кута нахилу (ва-

ріабельність смертельних доз), яку розраховували за формулою:

S = (ЛД84 / ЛД50 + ЛД50 / ЛД16) / 2 (2.1)

Пробіт-аналіз отриманих даних було проведено за допомогою програми

«StatPlus 2009» (компанія AnalystSoft, США, 2009), яка дозволяє в автоматизо-

ваному режимі отримати графіки й основні токсикометричні показники БАР.

Екстраполяцію на людях параметрів гострої токсичності, одержаних на тваринах,

було проведено з урахуванням константи біологічної активності за методом [301].

2.2.2. Токсичність при повторних введеннях сполуки

Вивчення підгострої, субхронічної та хронічної токсичності виконано на

72 щурах лінії Вістар масою 180-220 г обох статей. Підгостра токсичність мед-

герму вивчалась на щурах протягом 28 діб, субхронічна токсичність протягом

3 міс, а хронічна токсичність – 6 міс [296].
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Усі тварини були розділені на 3 групи (n=18) залежно від строку введен-

ня медгерму. Кожна група була розділена на 3 підгрупи (n=6). Тваринам І (кон-

трольної) підгрупи вводився 0,9 % розчин хлориду натрію у об'ємі відповідно-

му масі та шляху введення. Щурам ІІ і ІІІ підгруп вводився водний розчин мед-

герму відповідно субтоксичними дозами 1/10 і 1/20 ЛД50. Для вивчення підгос-

трої токсичності медгерм вводився в/о, субхронічної та хронічної токсичності –

п/о 1 раз на добу зранку (з 9 до 11 год).

Під час дослідження токсичності при повторних введеннях нової БАР

оцінювалась дія медгерму на різні функції організму тварин: виживаність, по-

ведінку, поїдання кормів, динаміку маси тіла, приплід. Також вивчався її вплив

на гематологічні (загальний аналіз крові), біохімічні показники крові (загаль-

ний білок, аланінамінотрансфераза (АлАТ), аспартатамінотрансфераза (АсАТ),

загальний білірубін, тимолова проба, глюкоза, загальний холестерин, сечовина)

та сечі (білок, загальний азот, глюкоза, мікроскопія осаду), які визначалися за-

гальноприйнятими методами [296]. Забір крові, сечі і зважування щурів прово-

дилося на початку експерименту, протягом одного місяця 1 раз на тиждень, а

потім 1 раз на міс. Наприкінці експерименту 2/3 тварин забивали і піддавали

патологоанатомічному і гістологічному дослідженню, інша частина спотеріга-

лась ще протягом місяця (ефект післядії).

Кумуляційні властивості медгерму оцінювались за коефіцієнтом кумуля-

ції, який розраховувався за методом Ю.С. Кагана і В.В. Станкевича [296].

Місцевоподразнювальна дія на шкіру і слизові оболонки вивчалась на 12

кролях породи Шиншила. Кролів було розподілено на 2 групи по 6 тварини.

Тваринам І (контрольної) групи на шкіру і слизову оболонку ока наносили дис-

тильовану воду, а кролям ІІ групи наносили водний розчин медгерму з розра-

хунку 20 мг/см2 поверхні тіла [299]. Спостереження проводили протягом 2-х

тижнів 1 раз на добу.

Вивчення антигенних властивостей медгерму виконано на 12 мурчаках

гладенькошерстної породи. Сенсибілізацію проводили двократно з тижневим

інтервалом вводили 200 мг медгерму у шкіру вушної раковини тварини. Через
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12 діб після введення 2-ї дози були виконані провокаційні проби: епікутатна,

кон’юнктивальна. Реакцію враховували через 30 хв, 6 год і через добу за уні-

версальною шкалою [302]. Тварини контрольної групи отримували дистильо-

вану воду в еквівалентному об’ємі.

2.3. Вивчення загальних фармакологічних властивостей БАР

2.3.1. Вплив БАР на поведінкові реакції тварин у тесті «відкрите поле»

Тест «відкрите поле», традиційно застосований при аналізі ефектів нових

сполук на поведінкові реакції і складнокоординовану рухову активність гризу-

нів, є досить популярний через свою простоту та адекватність [303].

Щури були розподілені на 4 групи (n=6). Тварини завчасно розміщували-

ся у клітках і після 3 денного карантину всі щури проходили випробування в

тесті «відкрите поле». Після цього щурам І (контрольної) групи вводили в/о

0,9% розчин хлориду, а тваринам ІІ, ІІІ і ІV груп в/о вводили розчин медгерму

дозами відповідно 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50. Через 60 хв щурів повторно тестува-

ли. Вибір доз ґрунтувався на попередньо проведених дослідженнях гострої і

хронічної токсичності.

За кожною твариною спостерігали впродовж 4-х хв та фіксували такі

елементи поведінки: обнюхування (Обн), відвідування зовнішнього квадрата

(ЗК), відвідування центрального квадрата (ЦК), рух на місці (РнМ), вертикаль-

на стійка на задніх лапах (ВС), стійка з упором (СУ), заглядання у нору (Нр), си-

діння на місті (СнМ), грумінг (Гр), фризінг (Фр), дефекація (Деф), уринація (Ур).

Розраховували обсяг елементів поведінки і їх частку серед інших. Усі

елементи поведінки систематизували, після чого виділяли такі інтегральні ха-

рактеристики індивідуальної поведінки [304]:

- переміщення (Пер), тобто горизонтальна локомоція — ЗК + ЦК;

- емоційна реактивність (ЕР) — сума нерухомих елементів СнМ + Фр;

- емоційна тривожність (ЕТ) — сума елементів РнМ + ВС + СУ;
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- орієнтовано-дослідницька активність (ОДА) — сума активних елементів

Пер + Обн + Нр;

- загальна рухова активність (ЗРА) = ЦК + ЗК + РнМ + ВС + СУ + Обн + Нр+ Гр.

Після експерименту тварину повертали в клітку. Враховували число ку-

льок посліду (болюси) та кількість плям сечі.

2.3.2. Вплив медгерму на підвищену рухову активність тварин

Вивчення рухової активності тварин проводилося за загальноприйнятими

методиками фармакологічного скринінгу [305]. Як збуджуючий засіб був обра-

ний амфетаміну сульфат (табл. 0,01 г, «Фармсинтез», РФ). Сумісне введення

медгерму і амфетаміну оцінювали у тесті «відкрите поле».

Дослідження проведено на 4 групах щурів (n = 6). Тварини завчасно роз-

міщувалися в клітках і після 3 денного карантину всі щури проходили тесту-

вання методом «відкритого поля». Після цього щурам І (контрольної) групи

вводили в/о 0,9 % розчин хлориду натрію, тваринам ІІ і ІІІ груп в/о вводили ро-

зчин медгерму дозами відповідно 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50.  Через 30 хв усім тва-

ринам п/ш вводили амфетамін (10 мг/кг) і ще через 30 хв після його ведення

щури були тестовані в умовах «відкритого поля». Рухову активність щурів до-

сліджували протягом 4 хв за показниками: обнюхування, відвідування зовніш-

нього квадрата, відвідування центрального квадрата, рух на місці, вертикальна

стійка на задніх лапах, стійка з упором, нірка, грумінг. Динаміка їх суми харак-

теризувала зміни рухової активності тварин до і після введення БАР.

2.3.3. Вплив медгерму на тривалість «тіопенталового сну»

Сумісне введення медгерму і стандартного депримуючого засобу — тіо-

пентал натрію, оцінювали у тесті «тіопенталовий сон» [305]. Це дозволяє оці-

нити вплив БАР на фармакологічні ефекти тіопенталу натрію. Крім того, відо-

мо, що тривалість дії тіопенталу натрію залежить від багатьох складових, зок-
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рема від стану ферментних систем печінки, оскільки його біотрансформація ві-

дбувається за участю ферментів мікросомального окиснення [306]. Тому зміни

тривалості «тіопенталового сну» при попередньому введенні БАР можуть бути

і наслідком впливу медгерму на активність ферментних систем печінки.

Дослідження виконане на 48 білих нелінійних статевозрілих мишах ма-

сою 18-22 г 2-ма серіями. У 1-ї серії, метою якої було вивчення безпосередньо-

го впливу медгерму на фармакодинамічні властивості тіопенталу натрію, тва-

рин ділили на 4 групи (по 6 мишей) і розміщували в клітках. Після 3 денного

карантину мишам І (контрольної) групи вводили в/о 0,9 % розчин хлориду на-

трію, тваринам ІІ, ІІІ і IV груп в/о вводили розчин медгерму дозами 1/40, 1/80 і

1/160 ЛД50. Через 30 хв після введення БАР мишам в/о вводили тіопентал на-

трію (ліофілізат для розчину для ін'єкцій по 1,0 г у флаконах, ВАТ "Київмедп-

репарат", Україна) дозою 50 мг/кг.

У 2-й серії, метою якої було вивчення впливу медгерму на біотрансфор-

мацію тіопенталу натрію, тварин ділили на 4 групи (по 6 мишей) і розміщували

в клітках. Після 3 денного карантину мишам І (контрольної) групи вводили в/о

0,9 % розчин хлориду натрію, мишам ІІ, ІІІ і IV груп в/о вводили розчин медге-

рму дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50. Через 24 год після введення БАР мишам в/о

вводили тіопентал натрію (50 мг/кг).

В обох серіях за часом втрати і повернення рефлексу перевертання фік-

сували відповідно момент настання сну і пробудження.

2.3.4. Вплив БАР на серотонінергічну передачу

Попередник серотоніну – 5-окситриптофан викликає стимуляцію центра-

льних серотонінових рецепторів. Це призводить до розвитку у мишей феноме-

ну «струшування голови» (кивки) [307]. Дослідження проведено на 4 групах

нелінійних мишей масою 18-22 г (n=6). Тварини завчасно розміщувалися в клі-

тках. Після 3 денного карантину мишам І (контрольної) групи вводили в/о 0,9

% розчин хлориду натрію, тваринам ІІ групи в/о вводили розчин медгерму до-
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зою 1/80 ЛД50, яка в процесі попередніх експериментів виявилася найбільш ці-

кавою в плані подальшого вивчення нейротропної дії. Через 30 хв усім твари-

нам п/ш вводили розчин 5-окситриптофану (Merck KGaA, Німеччина) із розра-

хунку 300 мг/кг і відразу враховували кількість струшувань голови протягом

перших і наступних 10 хв. Це пов'язано з тим, що дія 5-окситриптофану з пли-

ном часу може збільшуватись.

2.3.5. Вплив БАР на координацію рухів і м’язовий тонус

Вивчення впливу БАР на координацію рухів і м’язовий тонус тварин

здійснювали за допомогою тесту «обертового стрижня» [308]. Дослідження ви-

конано на 20 білих нелінійних мишах масою 18-22 г. Тварин завчасно розмі-

щували в клітках і після 3 денного карантину привчали стримуватися на обер-

товому стрижні, який є горизонтальним стрижнем діаметром 2 см зі швидкістю

обертання 5 обертів за хв. Одночасно на стрижні знаходилося до 5 тварин, ві-

докремлених один від одного перегородками. В експериментальні та контроль-

ну групи відбирали тварин, які стримувалися на стрижні впродовж 2-х хв. Ми-

ші були розподілені на 4 групи (n=5). Тваринам І (контрольної) групи вводили

в/о 0,9 % розчин хлориду натрію; ІІ, ІІІ та ІV груп в/о вводили медгерм відпо-

відно дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50. Через 30, 60 і 90 хв після введення БАР

проводили повторне тестування тварин на «обертовому стрижні».

2.3.6. Вивчення знеболювальної та протизапальної активності БАР

Дослідження периферичного компонента аналгетичного ефекту проведе-

но на моделі «корчів», що викликали оцтовою кислотою за методом R.L. Wood

et al., 1941 [309]. Дослідження виконано на 24 білих нелінійних мишах масою

18-22 г. Тварини були поділені на 4 групи (n=6). Миші І (контрольної) групи

п/о отримували 0,9 % розчин хлориду натрію, а тварини ІІ, ІІІ та ІV груп п/о

вводили розчин медгерму відповідно дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50. Через 60 хв
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після введення БАР тваринам в/о вводили 3 % розчин оцтової кислоти з розра-

хунку 0,1 мл/10 г маси тіла.

Протизапальну активність медгерму вивчали на моделі карагенінового і

зимозанового набряків [296]. Вибір таких моделей дозволяє провести диферен-

ційоване вивчення впливу медгерму на різні шляхи розвитку запальної реакції:

циклооксигеназний (карагенінова модель) та ліпоксигеназний (зимозанова мо-

дель). Експерименти проведені на 48 білих нелінійних мишах масою 18-22 г.

При моделюванні тварини були розподілені на 4 групи (n = 6). І групі п/о вво-

дили 0,9 % розчин хлориду натрію, а тварини ІІ, ІІІ та IV груп одержували п/о

водний розчин медгерму відповідно дозою 1/40, 1/80 та 1/160 ЛД50. Через 60 хв

субплантарно вводили флогогенний агент: карагенін по 0,02 мл 1% розчину,

зимозан по 0,05 мл 2 % суспензії на мишу.

Протинабрякову дію медгерму оцінювали, використовуючи метод плети-

змографії за зміною об'єму кінцівки мишей, яку визначали за допомогою пле-

тизмометра [310]. Вимір об'єму кінцівки миші визначали до та через 30, 60, 120

та 180 хв після введення флогогенного агенту.

2.4. Вивчення впливу БАР на морфофункціональний стан

інтактних тварин

Досліди проводилися на 24 щурах-самцях лінії Вістар масою 180-200 г.

Тварини було розподілено на 4 групи (n=6). Щури I групи (контроль) в/о отри-

мували 0,9 % розчин хлориду натрію. Щурам II-IV груп протягом 14-ти днів

в/о вводився водний розчин медгерму дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50 відповідно.

Як біоматеріал для проведення клініко-лабораторних досліджень було

вибрано сироватку крові (СК) та супернатант гомогенату тканини печінки

(ТП). Підготовку СК та ТП проводили згідно [311]. Значення отриманих ре-

зультатів клініко-лабораторних показників виражали у одиницях виміру згідно

системи СІ. При визначенні клініко-лабораторних показників у ТП враховува-
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ли масу шматочка печінки та ступінь розведення. Крім того, оцінювали макро-

і мікроморфологічні зміни внутрішніх органів (печінки, серця і нирок).

2.5. Вивчення гепатопротекторної активності БАР

Вивчення можливої гепатопротекторної дії нової БАР проводили на мо-

делі гострого токсичного гепатиту, який відтворювали у щурів-самців лінії Ві-

стар масою 180-200 г одноразовим в/о введенням D-галактозаміну дозою 400

мг/кг у вигляді 20 % водного розчину [312]. Така доза дорівнювала ЛД50 токси-

канту. Вибір цієї моделі токсичного гепатиту було здійснено тому, що гострий

галактозаміновий гепатит дозволяє одержувати вірогідні та стабільні зміни ін-

тегральних показників функціонального та морфологічного станів організму,

які виникають при ураженнях печінки [312]. Більш того, доцільність вказаної

моделі підтверджується тим, що ураження печінки виникає в ранні строки з

моменту введення токсину в організм, гепатит має, по-перше, «м'якіший» пе-

ребіг, по-друге, із залученням практично всіх патогенетичних механізмів, що

спостерігаються при гепатитах різної етіології, в тому числі вірусної [313].

Перед виконанням основного досліду спочатку проведено вибір дозового

режиму введення медгерму за показниками виживаності тварин. Для цього щу-

ри були розподілені на 4 групи. Тварини І (контрольної) групи (n=6) отримува-

ли тільки гепатотоксикант — D-галактозамін; ІІ групи (n=18) — медгерм про-

філактично, тобто за 7 діб до введення галактозаміну; IIІ групи (n=18) — мед-

герм лікувально, тобто протягом 7 діб після введення гепатотоксину; IV групи

(n=18) — медгерм за 7 діб до і протягом 7 діб після введення галактозаміну,

тобто профілактично-лікувальним курсом. Кожну з дослідних груп, в свою

чергу, поділяли на 3 підгрупи по 6 щурів, яким БАР вводилася в/о відповідно

3-ма дозами: 0,79, 0,40 та 0,20 мг/кг, тобто 1/80, 1/160 та 1/320 ЛД50.

Для дослідження гепатопротекторної активності медгерму на фоні галак-

тозамінового гепатиту тварини були розподілені також на 4 групи: І група

(n=36) — інтактні тварини, яким вводився протягом всього часу спостереження
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0,9 % розчин натрію хлориду у відповідному об’ємі (контрольна); ІІ група

(n=36) — тварини, які отримували гепатотоксикант; ІІІ група (n=36) — щурі,

які в/о отримували медгерм на фоні гострого галактозамінового гепатиту про-

тягом 7 діб до і 7 діб після введення галактозаміну дозою 0,40 мг/кг; ІV група

(n=36) — щурі, які у такому ж режимі в/о отримували препарат порівняння

есенціале® Н (Авентіс Фарма Дойчланд ГмбХ, Ей. Наттерман енд Сайі ГмбХ,

Німеччина) дозою 5 мг/кг.

Дослідження показників морфофункціонального стану печінки за біохі-

мічними, морфологічними та біофізичними методами проводилось на 1, 3, 5, 7,

10 та 12 добу після введення гепатотоксину, що дозволить певною мірою оці-

нити перебіг гострого токсичного гепатиту і ефективність медгерму.

2.6. Біохімічні методи дослідження

Визначення біохімічних показників проводили у сироватці крові (СК) та

у супернатанті гомогенату тканини печінки (ТП) у лабораторному відділенні

Університетської клініки ОНМедУ на автоматичному біохімічному аналізаторі

Cobas Mira Plus (Roche Diagnostics, Швейцарія). Підготовка СК мала такі етапи.

Забір крові у щурів здійснювали вранці шляхом венепункції стегнової вени,

яку виділяли під ефірним наркозом [314]. У середньому від 1-го щура отриму-

вали 6-8 мл цілісної крові. Після 20 хвилинної експозиції при кімнатній темпе-

ратурі згусток обводили сухою стерильною паличкою і вміщували на 20 хв в

побутовий холодильник при температурі 4-8 0С, після чого її центрифугували

30 хв при 3000 об/хв, при температурі 4 0С на рефрижераторній центрифузі

ЦЛР-1. Отриману сироватку крові відбирали піпеткою і переносили у пробірки

«Епендорф» по 1,5 мл.

Підготовка ТП мала такі етапи. Розтин щурів проводили згідно з загаль-

ноприйнятої методикою на льоду [296]. Печінку вилучали з черевної порожни-

ни, зважували, промивали охолодженим до 4 0С 0,9 % розчином хлориду на-

трію, відбирали шматочок масою 500-1000 мг, зважували його на торсіонних



50

вагах. Тканину печінки гомогенізували на льоду у скляному гомогенізаторі з

тефлоновим товкачиком за допомогою мікророзмільчувача тканин РТ-2 протя-

гом 2 хв при 5000 об/хв. У якості середовища виділення використовували 0,9 %

розчин хлориду натрію кількістю 10 мл. Гомогенат центрифугували 30 хв при

7000 об/хв при температурі 4 0С на рефрижераторній центрифузі ЦЛР-1. У ре-

зультаті одержували супернатант, у якому визначали біохімічні та біофізичні

показники. Отриманий супернатант відбирали піпеткою і переносили у пробір-

ки типа «Епендорф» по 1,5 мл.

Визначення вмісту загального білка проводили за біуретовою реакцією

[296]. Кількість загального білка у СК виражали в г/л, а у ТП – г/г тканини.

Визначення вмісту сечовини проводили за ферментативним уреазним ме-

тодом за реакцією з саліцилатгіпохлоритом [296]. Кількість сечовини у СК ви-

ражали у ммоль/л, а у ТП – в ммоль/г тканини.

Вміст загального білірубіну визначали за методом Малоя-Евеліна [315].

Вміст загального білірубіну в СК виражали в мкмоль/л,  а в ТП –  в мкмоль/г

тканини.

Вміст загального холестерину визначали за уніфікованим методом ви-

значення загального холестерину за методом Ілька [315]. Кількість загального

холестерину у СК виражали у ммоль/л, а у ТП — у ммоль/г тканини.

Вміст глюкози визначали глюкозооксидазним методом [316]. Кількість

глюкози у СК виражали у ммоль/л, а у ТП — у ммоль/г тканини.

Визначення активності ферментів цитолізу –  АлАТ та АсАТ –  СК і ТП

проводили методом S. Reitman, S. Frankel [317]. Суть методу полягає у тому,

що таким трансаміназам як АлАТ і АсАТ притаманна здатність каталізувати

реакцію між L-аланіном (L-аспартатом) та 2-оксоглутаратом, у результаті якої

вони перетворюються у L-глутамат і сіль піровиноградної кислоти відповідно.

Визначення ґрунтується на вимірюванні оптичної густини гідразонів 2-

оксоглутарової і піровиноградної кислот у лужному середовищі, при цьому гі-

дразон піровиноградної кислоти має більш високу оптичну густину. Актив-

ність ферментів виражали у СК в мккат/л, а у ТП – в мккат/г тканини.
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Визначення активності ферментів холестазу – γ-глутамілтрансферази

(ГГТ) і лужної фосфатази (ЛФ) проводили відповідно за методами [318, 319].

Суть визначення ГГТ полягає в тому, що вона переносить глутаміновий зали-

шок з L-g-глутаміл-4-нітроаналіду на дипептидний акцептор, котрим є гліцилг-

ліцин, який водночас є також і буфером. Вивільнений у процесі реакції 4-

нітроанілін визначається і слугує міркою активності ГГТ. Лужна фосфатаза,

активована хлоридом натрію, розщеплює n-нітрофеніл-фосфат в N-метил-D-

глюкаміновому буфері з утворенням n-нітрофенолу і фосфату. Активність ГГТ

і ЛФ виражали у СК в мккат/л, а у ТП – в мккат/г тканини.

Визначення вмісту загального білка, сечовини, загального білірубіну, за-

гального холестерину та глюкози, активності маркерних ферментів (АлАТ,

АсАТ, ГГТ та ЛФ) проводили за допомогою наборів «BioSystems» (Іспанія).

Вміст купруму визначали за допомогою наборів фірми Pliva-Lachema

Diagnostika (Чехія) [316]. Принцип методу полягає у тому, що батокупроїн

утворює з іонами одновалентного купруму стійкий комплекс помаранчевого

кольору, придатний для фотометричного визначення. Кількість купруму у СК

виражали у мкмоль/л, а у ТП — у мкмоль/г тканини.

Вміст церулоплазміну визначали за допомогою наборів фірми АТ «Реа-

гент» (Україна) за методом Равіна [316]. Принцип методу полягає у тому, що

при додаванні n-фенілендіаміну до церулоплазміну (1.16.3.1) відбувається фе-

рментативна реакція окиснення, яка інактивується фторидом натрію. Вміст це-

рулоплазміну визначають за інтенсивністю забарвлення продукту реакції фіо-

летового кольору. Кількість церулоплазміну у СК виражали у мг/л, а у ТП –

мг/г тканини.

Стан процесів ПОЛ у тварин з галактозаміновим гепатитом оцінювали за

вмістом у крові та тканині печінки кінцевих продуктів ліпідпероксидації, що

реагують з 2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК-реактанти) [320]. В основі мето-

ду визначення вмісту ТБК-реактантів лежить їх здатність взаємодіяти з 2-

тіобарбітуровою кислотою в кислому середовищі при температурі кипіння во-

ди, у результаті чого утворюється забарвлений триметиновий комплекс з мак-
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симумом поглинання при довжині хвилі 540 нм. Розрахунок вмісту даного

продукту ліпідпереокиснення здійснювався з використанням коефіцієнту мо-

лярної екстинкції 1,56·105 М-1 см-1.

Стан основних компонентів АОС організму оцінювали за рівнем одного з

основних компонентів її неферментативної ланки — глутатіону відновленого, а

також за активністю двох ключових ферментів її ензимної складової — катала-

зи і супероксиддисмутази (СОД). Вміст глутатіону відновленого в крові визна-

чали за реакцією SH-груп останнього з 5,5'-дитіобіс-2-нітробензойною кисло-

тою з утворенням забарвленого продукту, який ідентифікується за зміною оп-

тичної щільності при довжині хвилі 400 нм [321]. В основі методу визначення

каталази лежить її здатність розкладати молекули перекису водню на кисень і

воду. Невитрачений перекис водню утворює з солями молібдену стійкий забар-

влений комплекс з максимумом поглинання при довжині хвилі 410 нм [322].

Активність СОД вивчали в сироватці крові за методом, заснованому на інгібу-

ванні даним ферментом реакції окиснення кверцетину з максимумом погли-

нання при довжині хвилі 406 нм [323].

2.7. Біофізичні методи дослідження

Інтегральна оцінка сироваткового гомеостазу і змін у ТП виконана мето-

дом лазерної кореляційної спектроскопії за допомогою лазерного кореляційно-

го спектрометру «ЛКС-03» (виробництво Інституту ядерної фізики РАН,

Санкт-Петербург, Росія) в лабораторії відділення молекулярної і радіаційної

біофізіки Інституту ядерної фізики РАН. Відомо, що всі біологічні рідини лю-

дини є гетерогенним колоїдно-полімерним середовищем, що складається з біл-

ків та їх комплексів з іншими сполуками. Багатокомпонентні біологічні систе-

ми, як правило, досліджуються цілим набором складних методів хроматогра-

фії, електрофорезу, високошвидкісної седиментації та ін. [324]. Такі традицій-

но використовувані підходи створюють помітні труднощі в інтерпретації ре-

зультатів з позицій інтегральної оцінки гомеостазу.
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Інтегрально оцінювати різні біологічні системи дозволяє метод лазерної

кореляційної спектроскопії (ЛКС), розроблений Санкт-Петербурзьким інститу-

том ядерної фізики РАН спільно з ТОВ «Інтокс» (Санкт-Петербург, РФ), що

ґрунтується на зміні спектральних характеристик монохроматичного когерент-

ного випромінювання гелій-неонового лазера в результаті світлорозсіювання

при проходженні через дисперсну систему [325, 326]. Взаємодія випроміню-

вання зі світлорозсіювальними частками, які знаходяться в броунівському русі,

розширює спектр розсіяного світла, причому зміна його частоти відбувається

пропорційно швидкості руху часток, яка у свою чергу залежить від їх розміру

(рис. 2.1). Таким чином, ЛКС дозволяє реєструвати гідродинамічні розміри ча-

сток будь-яких біологічних рідин.

ЛК-спектрометр призначений для вивчення різних біологічних рідин (си-

роватка і плазма крові, ліквор, сеча та ін.) і препаратів, дослідження інших біо-

логічних об'єктів (білків, вірусів, клітин та ін. ), що знаходяться в рідкому про-

зорому середовищі. Прилад дозволяє здійснювати аналіз змін в макромолеку-

лярних субфракціях біологічних рідин при різних патологічних станах, а також

проводити оцінку значущості таких змін. ЛК-спектрометр, як універсальний

дифузометр, придатний для дослідження будь-яких розчинів і суспензій, якщо

розміри їх інгредієнтів знаходяться в межах від 2 до 10000 нм.

ЛКС досить давно використовується в біофізичних дослідженнях для ви-

значення гідродинамічних розмірів різних біологічних субстратів [325, 327, 328].

Для аналізу багатокомпонентних біологічних рідин були розроблені спеціальні

математичні методи обробки спектрів, які дозволяють аналізувати біорідини без

попереднього розділення [329]. Схема ЛК-спектрометра наведена на рис. 2.2.

Підготовка СК і ТП була ідентичною підготовці біоматеріалу для біохі-

мічних досліджень. Безпосередньо перед проведенням ЛКС-дослідження біоло-

гічний матеріал центрифугували при 6000 об/хв протягом 30 хв для осадження

великих часток. Підготовлений матеріал в об'ємі 0,5 мл обережно заливали в

кювету ЛК-спектрометра, яку щільно закривали кришкою.
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Монохроматичне джерело світла

Лазерна кореляційна
спектроскопія

Рис. 2.1. Принцип лазерної кореляційної спектроскопії

Спектральний аналіз проводили в автоматичному режимі, закладеному в

програмі спектрометра. Результат вивчення зразка біологічної рідини за допомо-

гою ЛКС представляється у вигляді гістограми, по осі ординат якою відкладена

світлорозсіювальна ефективність (%), а по осі абсцис — розмір відповідних інг-

редієнтів (так званий гідродинамічний радіус світлорозсіювальних часток в нм).

Для об'єктивної характеристики варіантів гомеостатичних зрушень є

«семіотична» класифікація, згідно якої по осі абсцис виділені диференціально-

значимі зони (ДЗ) за розмірами світлорозсіювальних часток: I ДЗ (наднизько-

молекулярна) — 0-11 нм; II ДЗ (низькомолекулярна) — 12-38 нм; III ДЗ (серед-

ньомолекулярна) — 39-95 нм; IV ДЗ (високомолекулярна) — 96-264 нм; V ДЗ

(надвисокомолекулярна) — більше 264 нм. Таким чином, результат набуває

вигляду, наведеного на рис. 2.3. Вибір зон був здійснений емпіричним спосо-

бом на підставі оцінки характеру багатопараметрових зрушень в системі сиро-

ваткового гомеостазу більше 10 нозологічних форм, вивчених у різних медич-

них установах протягом 10 років апробації методу ЛКС, а також динаміки пе-

ребігу змодельованих в експерименті патологічних процесів (токсичного гепа-

титу, перитоніту та ін.) [326].
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Рис. 2.2. Принципова схема лазеро-кореляційного спектрометра
Л — гелій-неоновий лазер; П — світлоділильна пластинка;
Д — дзеркало; К — кювета; Ф — фотоелектронний помножувач;
А — аналізатор
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Рис. 2.3. Сумарна гістограма розподілу світлорозсіювальних часток за розмірами,

як результат обробки для завдань семіотичної класифікації

Для кожної дискретної зони часток на гістограмі вказаний її відсотковий

внесок у загальну інтенсивність світлорозсіювання досліджуваного зразка.
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Згідно інформації, отриманої на різних моделях патології в I зону потра-

пляють переважно низькомолекулярні мономірні альбулярні білки і гліколіпід-

ні вільні комплекси; у II – глобулярні білки і ліпопротеїни високої щільності; у

III – ліпопротеїни низької щільності, рибонуклеопротеїни, дезоксирибонуклео-

протеїни і самі низькомолекулярні імунні комплекси; у IV – переважно консти-

туційні імунні комплекси середнього розміру; V зона заповнюється у тому ви-

падку, коли в організмі індукується імунопоєз з утворенням високомолекуляр-

них комплексів (найчастіше супроводять процеси алергізації й аутоімунної се-

нсибілізації організму) [326, 330-333]. Така семіотична класифікація ЛК-

спектрів сироватки крові дозволяє встановити багатопараметровий симптомо-

комплекс, що характеризує функцію анаболічних і катаболічних систем, гумо-

рального імунопоєзу й інших зрушень в основних інтегральних системах. Слід

підкреслити, що даним способом оцінка стану організму дається не на основі

ідентифікації етіологічних чинників захворювання, а шляхом встановлення

конкретного характеру семіотики певних зрушень в організмі, властивих тим

або іншим захворюванням.

2.8. Морфологічні методи дослідження

Для вивчення морфологічних змін внутрішніх органів забій тварин про-

водили шляхом декапітації під легким ефірним наркозом у холодній кімнаті на

льоду. Для патоморфологічного дослідження відбиралися шматочки тканин ро-

зміром близько 2х2 см, які фіксувалися в 10 % розчині нейтрального формаліну

впродовж 2-х тижнів. Відібрані зразки тканини досліджуваних органів достав-

лялися в лабораторію патоморфології ОНМедУ (свідоцтво про атестацію №

РО-236/2009 термін дії до 22.11.2013 г). Забарвлення препаратів виконувалося

за такими методиками: гематоксиліном і еозином, а також виявлення PAS-

позитивних речовин [334]. Мікроскопія препаратів виконувалася залежно від

методики при збільшенні від 80х до 600х на світловому мікроскопі Olimpus

C41 (Японія).
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2.9. Статистичні методи дослідження

Всі отримані результати обробляли загальноприйнятими в медико-

біологічних дослідженнях методами статистичного аналізу з використанням

пакетів комп'ютерних програм "Excel", "Primer Biostatistics", "SigmaStat", оці-

нюючи вірогідність на рівні значимості не менше 95 % (р≤0,05) та за допомо-

гою критерію t Ст’юдента, а також непараметричних критеріїв статистики –

точного методу Фішера [335].
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РОЗДІЛ 3

СИНТЕЗ, ФІЗИКО-ХІМІЧНА, ТОКСИКОЛОГІЧНА І ЗАГАЛЬНО-

ФАРМАКОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА НОВОГО ПОХІДНОГО

ОКСІЕТИЛІДЕНДИФОСФОНАТОГЕРМАНАТІВ

3.1. Синтез і фізико-хімічні властивості нової БАР

        класу оксіетилідендифосфонатогерманатів*

Досліджувана у даній роботі нова БАР класу оксіетилідендифосфонато-

германатів під робочою назвою медгерм створена цілеспрямованим синтезом і

є продуктом реакції оксіетилідендифосфонатогерманатної кислоти з ацетатом

купруму (ІІ), одержаним шляхом виділення з водного середовища.

Методика синтезу. Суміш, що складається з 3,36 г (0,015 моль)
1-оксіетилідендифосфонової кислоти С2Н8О7Р2·Н2О «ч.»  (умовне позначення H4Oedph) і
1,569 г (0,015 моль) GeO2 «ос. ч.», розчиняли у 200 мл води і упарювали на водяній бані в 10
разів. У розчин, охолоджений до 20-25 0С, додавали при постійному перемішуванні і до по-
вного розчинення 2  г (0,01  моль)  ацетату купруму (ІІ)  Cu(CH3COO)2 × H2O.  Через добу до
одержаного розчину додавали порціями 50 мл етилового спирту. Осад, що утворювався, че-
рез 2-3 год відокремлювали на фільтрі Шотта, промивали етиловим спиртом і сушили при
кімнатній температурі.

За даними елементного аналізу отриманого продукту, утворюється ком-

плекс блакитного кольору, якому відповідає брутто-формула з мольним спів-

відношенням Cu : Ge : ліганд = 2 : 3 : 3 (вміст води визначений термогравімет-

рично). Це наведено у табл. 3.1.

На термогравіграмі комплексу спостерігається один ендоефект в інтерва-

лі температур 60-220 0С, який супроводжується одночасним видаленням 20 мо-

лекул води як гідратних, так і координованих, зв'язаних у систему міцними во-

дневими зв'язками. Характерною особливістю термічного розкладу комплексу

є екзотермічний процес в інтервалі температур 260-350 0С [336], у результаті

якого відбувається елімінація в газову фазу ще однієї молекули води, що узго-

* Даний підрозділ досліджень виконаний на кафедрі загальної хімії і полімерів Одеського
національного університету ім. І.І. Мечникова МОН України під керівництвом з.д.н.т.
України, д. хім. н., проф. І.Й.Сейфулліної
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джується з зменшенням маси:
CH3C

OH

P...

P...
C

P...

P...- H2O
H2C

. Процес вигорання органіч-

ної частини комплексу супроводжується рядом екзоефектів, що пов'язано з

окисною термодеструкцією і утворенням кінцевих продуктів - фосфатів герма-

нію (IV) та їх поліморфних перетворень.

Табл. 3.1

Результати хімічного аналізу комплексу купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманат (медгерм)

Показники Cu Ge P H2O

Знайдено, % 9.60 16.00 13.60 26.15

Для С6Н14О24Р6Ge3Cu2 × 20H2O
розраховано, %

9.40 16.00 13.66 26.44

За даними літератури, частоти n(Р-О), n(Р=О ) в спектрах фосфоровміс-

них комплексонів є досить характеристичними [336]. Смуги поглинання фос-

фонової групи знаходяться у ділянках 900-1250 см-1: 1000-1020 і 900-950 см-1 -

nas(P(OH)2)  і ns(P(OH)2); 1180-1200 і 1050-1080 см-1 - nas(PO2)  і ns(PO2 ); 1080-

1180 і 950-1050 см-1 - nas(PO3) і ns(PO3). Вказаним смугам було надано особли-

вої уваги, тому що саме ці групи відповідальні за координацію ліганду. В ІЧ-

спектрі комплексу (БАР) присутня інтенсивна смуга у ділянці 970-1000 см-1,

яку можна віднести до симетричних валентних коливань депротонованих фос-

фонових груп РО3
2-.

Присутність молекул координованої води була підтверджена даними ІЧ-

спектроскопії за наявності смуг поглинання, що характеризували валентні

(v(ОН)  =  3400  см-1) і деформаційні (δ(НОН) = 1640 см-1) коливання. У ІЧ-

спектрі були зафіксовані смуги, відповідальні за коливання зв'язків германію з

гідроксильними і фосфоновими групами: δ(Gе-OH) = 820 см-1 і v(Ge-Oфосф)  =

610 см-1.
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Для визначення будови комплексу було проведене співставлення його

ІЧ-спектрів зі спектром структурно охарактеризованого різнометального оксіе-

тилідендифосфонатогерманату цинку [337]. Встановлено, що значення частот

n(Н2О), n(Ge-Oфосф), d(НOH), а також частот у ділянці коливань фосфонових

груп nas(PO3) в ІЧ-спектрі дослідженої нової БАР та різнометального комплек-

су з цинком близькі між собою, що свідчить про збереження будови координа-

ційного поліедру германію в германійвмісному аніоні купрумвмісної сполуки

такою ж, як у раніше вивченому цинковому комплексі.

На підставі сукупності даних фізико-хімічних методів дослідження був

зроблений висновок, що отриманий комплекс являє собою супрамолекулярний

полігетерометалічний ансамбль з великою кількістю як координованої, так і гі-

дратної води.

Виходячи з цього, отримана нова гетерометалічна сполука купруму та

германію (IV) під робочою назвою медгерм представляє собою гексамер, у

якому атоми германію з'єднані за допомогою місткових молекул ліганду окси-

ду гідроксильних груп; купрум входить до складу комплексу в катіонній формі

(рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Схема будови медгерму
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Встановлена індивідуальність, вивчені фізико-хімічні властивості синте-

зованої БАР дозволяють дати таку фармакопейну характеристику.

Медгерм – купрум-оксіетилідендифосфонатогерманат за формулою –

Cu4[Ge6(m-OH)4(m-О)2(m-Oedph)6]×40Н2О (молярна маса – 1362 г/моль) є блаки-

тний кристалічний порошок, без специфічного запаху, негігроскопічний, добре

розчинний у воді, помірно – в етанолі, практично нерозчинний в ефірі та інших

органічних розчинниках. Термостабільний (Т розкладу = 170 0С), стійкий при

зберіганні в субстанції, водному розчині і при стерилізації (кип’ятінні).

Такі фізико-хімічні властивості нової БАР дозволяють припустити мож-

ливість її застосування як у твердій лікарській формі, так і рідкій, тобто вико-

ристовувати для перорального і парентерального введення.

Таким чином, здійснена цілеспрямованим синтезом нова БАР – купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманат – має такі фізико-хімічні властивості (стабі-

льність, водорозчинність та ін.), які передбачають доцільність її всебічного фа-

рмакологічного вивчення.

3.2. Вивчення токсикологічних властивостей медгерму

3.2.1. Гостра токсичність нової БАР

Для оцінки можливого застосування нової сполуки як лікарського засобу,

на початку необхідно встановити її безпечність. Дослідження гострої токсичнос-

ті медгерму проведено як наведено у підрозділі 2.2. Лімітуючим показником до-

зи медгерму при визначенні гострої токсичності була максимальна доза IV класу

токсичності (малотоксичні речовини) з урахуванням шляху введення [338].

У «пристрілювальній» серії токсичний вплив медгерму, який вводився

дослідним щурам і мишам однократно різними дозами та шляхами введення,

мав чітку фазність: збудження, пригноблення з явищами парезів, паралічів, су-

дом і летальний результат. Проте клінічна картина отруєння розвивалася в різ-

ні терміни залежно від шляху введення. При в/о введенні медгерму збудження
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було більш виразним розвивалося у середньому через 3-5 хв. При п/ш та п/о за-

стосуванні медгерму ознаки гострого отруєння (збудження) розвивались тільки

через 5-10 хв. Фаза збудження тривала 5-7 хв і характеризувалася тим, що тва-

рини пересувалися більш активніше, метушилися, частіше міняли позу, підст-

рибували, однак їхні рухи були менш координованими, вони частіше падали на

бік. У тварин частішало дихання, з'являлася незначна гіперемія вух і морди.

Для наступної фази були характерні загальмованість, пригнічення дихан-

ня, акроціаноз, часті сечовипускання і дефекація. У тварин з'являлися фібриля-

рні сіпання м'язів, тремор і, нарешті, тоніко-клонічні судоми. Чим більшою бу-

ла доза медгерму, тим більш значним були ознаки пригнічення тварини і шви-

дше наставав летальний стан. Ця фаза тривала при значних дозах медгерму до

30 хв, а при менших дозах до 12-24 год і, як правило, до самої смерті. Тварини

гинули від різкого пригнічення дихання і судом.

За результатами «пристрілювальної» серії досліджень був зроблений ви-

сновок про нижні (100 % летальності) та верхні (0 % летальності) межі, в яких

знаходиться ЛД50 (табл. 3.2).

Таблиця 3.2

Діапазон летальних доз медгерму (мг/кг маси) в «пристрілювальній» серії

досліджень залежно від виду тварин і шляху введення

Шлях введенняВид
тварин Внутрішньо-

очеревинний Підшкірний Пероральний

Миші 70÷150 130÷210 2200÷2600

Щури 20÷100 40÷120 2300÷2700

Після «пристрілювальної» серії дослідів було проведено визначення гос-

трої токсичності медгерму у мишей та щурів при трьох шляхах його введення.

Встановлено, що після однократного введення медгерму тварини гинули най-

частіше в 1-у і рідше на 2-у добу. Після 2-ої доби жодна тварина не загинула.

Дані загибелі тварин наведено у табл. 3.3.
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Таблиця 3.3
Залежність загибелі тварин від дози та шляху введення медгерму

Вид тварин

Миші ЩуриШлях введен-

ня БАР Доза
БАР

(мг/кг)

Число
тварин

Число за-
гиблих
тварин

Доза
БАР

(мг/кг)

Число
тварин

Число за-
гиблих
тварин

70 6 0 20 6 0
90 6 1 40 6 1

110 6 3 60 6 3
130 6 4 80 6 4

Внутрішньо-
очеревинний

150 6 6 100 6 6
130 6 0 40 6 0
150 6 2 60 6 2
170 6 4 80 6 4
190 6 5 100 6 6

Підшкірний

210 6 6 120 6 6
2300 6 0 2200 6 0
2400 6 2 2300 6 2
2500 6 4 2400 6 4
2600 6 5 2500 6 5

Пероральний

2700 6 6 2600 6 6

За допомогою програми «StatPlus 2009» (компанія AnalystSoft, США,

2009) методом пробіт-аналізу були отримані основні токсикометричні параме-

три медгерму (рис. 3.2, 3.3 і табл. 3.4, 3.5).

Аналізуючи результати вивчення гострої токсичності медгерму у мишей

і щурів відповідно класифікації [296, 338], можна констатувати, що ця БАР при

в/о та п/ш шляхах введення належить до ІІІ класу токсичності (помірно токси-

чні сполуки), а при пероральному – до IV класу токсичності (малотоксичні спо-

луки).

Більш низька токсичність медгерму при п/о введенні може бути обумов-

лена особливістю його фармакокінетичних параметрів (зниження біодоступно-

сті у шлунково-кишковому тракті).
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Рис. 3.2. Залежність між випробуваними дозами медгерму і летальним
ефектом у мишей при різних шляхах введення
На рис. 3.2, 3.3: А – пероральне; Б – підшкірне; В – внутрішньо-
очеревинне введення
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Таблиця 3.4

Гостра токсичність медгерму (мг/кг) у мишей залежно

від шляхів його введення (при р<0,05)

Шлях введення
Показники Внутрішньо-

очеревинний Підшкірний Перораль-
ний

ЛД50 113,55 163,26 2517,73
Стандартна похибка ЛД50 8,41 8,34 42,03
Нижня межа ЛД50 95,81 145,66 2429,06
Верхня межа ЛД50 131,28 180,85 2606,40
ЛД10 81,23 131,19 2356,13
ЛД16 88,33 138,24 2391,65
ЛД84 138,76 188,27 2643,81
ЛД100 151,37 200,78 2706,86
Абсолютна токсичність (1/ЛД50) 0,008800 0,006100 0,000397
Зона гострої токсичної дії
(ЛД84/ЛД16)

1,57 1,36 1,11

Функція кута нахилу (варіабе-
льність смертельних доз, S) 1,25 1,17 1,05

Сумарний показник токсичності 0,0110 0,0071 0,0004

Порівняльна оцінка параметрів токсичності медгерму при трьох шляхах

введення у різних видів гризунів показала деякі відмінності (див. табл. 3.5, 3.6).

Так, зона гострої токсичної дії (співвідношення ЛД84/ЛД16) медгерму має вель-

ми значну широту. Однак у мишей показник співвідношення ЛД84/ЛД16 медге-

рму при досліджуваних шляхах введення був меншим, ніж у щурів (відповідно

1,57-1,11, 2,32-1,11). Водночас і у мишей, і у щурів виявлено однакову законо-

мірність зміни меж зони гострої токсичності залежно від шляху введення, а са-

ме: найбільша широта зони гострої токсичності спостерігалась при в/о шляху

введення (миші — 1,57, щури — 2,32), а найменша при п/о шляху (1,11 у обох

видів тварин). Різні значення співвідношення ЛД84/ЛД16 можна пояснити фар-

макогенетичними особливостями різних видів гризунів.
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Таблиця 3.5

Гостра токсичність медгерму (мг/кг) у щурів залежно

від шляхів введення (при р<0,05)

Шлях введення
Показники Внутрішньо-

очеревинний Підшкірний Перораль-
ний

ЛД50 63,55 73,26 2366,29

Стандартна похибка ЛД50 8,41 8,34 41,69

Нижня межа ЛД50 45,81 55,66 2278,32

Верхня межа ЛД50 81,28 90,85 2454,26

ЛД10 31,23 41,19 2205,97

ЛД16 38,33 48,24 2241,21

ЛД84 88,76 98,27 2491,37

ЛД100 101,37 110,78 2553,91

Абсолютна токсичність (1/ЛД50) 0,016 0,014 0,000423

Зона гострої токсичної дії
(ЛД84/ЛД16)

2,32 2,04 1,11

Функція кута нахилу (варіабе-
льність смертельних доз, S) 1,53 1,43 1,05

Сумарний показник токсичності 0,0240 0,0195 0,0004

За варіабельністю смертельних доз (функція кута нахилу), яка складає від

1,57 до 1,0, медгерм можна віднести до сполук, які не становлять високої поте-

нційної небезпеки виникнення і розвитку отруєння. З цими даними повною мі-

рою корелюють і величини сумарного показника токсичності.

Результати міжвидової екстраполяції на людей параметрів гострої токси-

чності, одержаних на тваринах, наведено у табл. 3.6.

Розрахункові показники токсичності і небезпеки медгерму для людини,

показують, що він не представляє особливої небезпеки і для людей. Про це сві-

дчать досить низькі значення середньосмертельної дози, абсолютної токсично-

сті, сумарного показника токсичності та достатньо високі значення зони гост-

рої токсичної дії медгерму, особливо при в/о, п/ш шляхах введення.
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Таблиця 3.6

Параметри гострої токсичності медгерму для людини (мг/кг) (при р<0,05)

Шлях введення
Показники

Внутрішньо-
венний Підшкірний Перораль-

ний

ЛД50 10,01 11,54 372,59

Стандартна похибка ЛД50 1,32 1,31 6,56

Нижня межа ЛД50 7,21 8,76 358,74

Верхня межа ЛД50 12,80 14,31 386,44

ЛД10 4,92 6,49 347,35

ЛД16 6,04 7,60 352,90

ЛД84 13,98 15,47 392,29

ЛД100 15,96 17,44 402,14

Абсолютна токсичність (1/ЛД50) 0,099 0,086 0,0027

Зона гострої токсичної дії
(ЛД84/ЛД16)

2,31 2,04 1,11

Функція кута нахилу (варіабе-
льність смертельних доз, S) 1,53 1,43 1,05

Сумарний показник токсичності 0,12 0,09 0,003

Таким чином, нове похідне в ряду оксіетилідендифосфонатогерманатів

медгерм належить до малотоксичних сполук (IV клас токсичності) при перора-

льному шляху введення і помірно токсичних (IІІ клас) при внутрішньоочере-

винному і підшкірному застосуванні у мишей і щурів. Він не має високої поте-

нційної небезпеки розвитку отруєння і практично не шкідлива для людини. Все

це свідчить про достатньо високу активність БАР і перспективність подальшо-

го дослідження медгерму як потенційного лікарського засобу.
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3.2.2. Токсичність при повторних введеннях БАР

Згідно вимогам доклінічного вивчення нового БАР обов'язковим є дослі-

дження нешкідливості його неодноразового введення [296]. Враховуючи те,

що, за даними вивчення гострої токсичності, медгерм належить до низько- та

малотоксичних речовин (залежно від шляху введення), а передбачувана трива-

лість його використання в клінічній практиці має бути приблизно 30 діб, то пі-

дгостра токсичність медгерму вивчалась на тваринах протягом 28 діб, субхро-

нічна і хронічна – відповідно 3 і 6 міс [296].

Встановлено, що при щоденному одноразовому застосуванні медгерму

субтоксичними дозами 1/10 і 1/20 ЛД50 протягом 28 діб, 3 та 6 міс не виявляв

будь-якого токсичного ефекту. Тварини дослідних груп не мали значних від-

мінностей від щурів контрольної групи. Усі тварини, незалежно від дози і

строку введення медгерму, добре споживали їжу, додавали у вазі. З боку шкіри

і слизових оболонок видимих змін не відмічалося. Також не реєструвалось не-

гативного впливу БАР на ріст та розвиток щурів, їх репродукцію. Проте все ж

такі поведінкові реакції у щурів, яким вводився медгерм, мали свої особливос-

ті. Так, наприкінці 2-го тижня щури частково втрачали колишню рухову актив-

ність, були менш активними, частіше збивалися до купи. Це було більш вираз-

ним при введенні медгерму дозою 1/10 ЛД50, менш помітне при введенні БАР

дозою 1/20 ЛД50. Порушень координації та судом не відмічалось. Приблизно

наприкінці 3-го тижня (21-23 день) відмічалося посилення даної симптоматики.

Потім, незважаючи на продовження введення БАР, відмічалося зменшення ви-

ще означених симптомів. До кінця експериментів гризуни були охайні, активні,

доброзичливі, не проявляли ознак неспокою. До кінця спостереження як підго-

строї, так субхронічної і хронічної токсичності усі гризуни вижили.

Показники загальноклінічного та біохімічного аналізів крові, загальнок-

лінічного аналізу сечі у гризунів дослідних груп впродовж всього періоду спо-

стереження були у референтних межах і суттєво не відрізнялися від аналогіч-

них показників у тварин контрольної групи.
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Через 28 діб, 3 та 6 міс експерименту 2/3 тварин було забито і піддано па-

тологоанатомічному дослідженню. Внутрішні органи видимих патологічних

змін не мали. Для гістологічного дослідження були відібрані тканини печінки,

серця, нирок, легень, селезінки, головного мозку, скелетних м'язів тварин.

Дані гістологічного вивчення препаратів головного мозку, легень, селезі-

нки, скелетних м'язів під впливом синтезованої БАР, порівняно з контролем,

виявили, що тривале введення великих доз медгерму не викликало ні дистро-

фічних, ні, тим більш, деструктивних порушень. Після 28-денного введення

медгерму у міокарді, тканинах печінки і нирок тварин виявлено помірні гемо-

динамічні (повнокров'я) і незначні патоморфологічні (ознаки білкової дистро-

фії) зміни, які були дозозалежними і більш виразними при застосуванні БАР

дозою 1/10 ЛД10. Через 3 і 6 міс спостерігалось тільки повнокров'я судин у цих

органах. Таким чином, ознаки білкової дистрофії мали зворотний характер.

Цей факт потребує подальшого вивчення.

Результати дослідження токсичності медгерму у гострому та хронічному

експериментах показали, що він не має кумулятивних властивостей — коефіці-

єнт кумуляції 6,1.

При аплікуванні розчину медгерму на шкіру кролів місцевоподразнюва-

льних симптомів у вигляді гіперемії, припухлості, порушення цілісності шкір-

них покривів не спостерігалось. Не виявлено подразнювальних симптомів і при

введенні медгерму у кон’юнктивальний мішок кролів. Таким чином, медгерм

не здійснює місцевоподразнювального ефекту на шкірні покриви та слизові

оболонки.

Проведення кон’юнктивальної та епікутатної проб сенсибілізованим му-

рчакам показало, що через 30 хв ознак алергічних реакцій не виявлено. Це сві-

дчило про неспроможність медгерму викликати алергічні реакції негайного ти-

пу. Спостереження за сенсибілізованими тваринами протягом доби після вве-

дення БАР вирішувальною дозою також не виявила ознак алергічних реакцій.

Таким чином, у медгерму відсутні антигенні властивості.
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Все це дозволило стверджувати, що тривале введення щурам медгерму

субтоксичними дозами 1/10 і 1/20 ЛД50 не спричиняло токсичної дії та морфо-

логічних змін. Він не спричиняв деструктивних змін у паренхіматозних орга-

нах і головному мозку. Медгерм при повторних введеннях не мав ні кумуляти-

вних, ні місцевоподразнювальних властивостей. Крім того, медгерм не здійс-

нюв алергенної дії.

3.3. Загальні фармакологічні властивості медгерму

3.3.1. Вплив медгерму на поведінкові реакції тварин у тесті

«відкрите поле»

Організація досліду була виконана як наведено у підрозділі 2.3.1. Вихо-

дячи з результатів вивчення нешкідливості нової БАР, в подальших експери-

ментах використовували такі дози (табл. 3.7).

Таблиця 3.7

Дози медгерму, які використовувались в експериментах (в/о, мг/кг)

Види тваринЧастина від ЛД50 миші шури
1/40 2,84 1,59

1/80 1,42 0,79

1/160 0,71 0,40

1/320 0,35 0,20

У результаті дослідження встановлено, що у щурів контрольної групи кі-

лькість поведінкових реакцій практично не змінювалась відносно вихідних да-

них (табл. 3.8). Водночас медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 викликав значні змі-

ни більшості поведінкових елементів у тварин відносно як вихідного стану, так

і аналогічних показників тварин контрольної групи (див. табл. 3.8, рис. 3.4).
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Введення медгерму дозою 1/160 ЛД50 не виявило вірогідних змін кількості по-

ведінкових елементів у щурів, за винятком «сидіння на місці».

Таблиця 3.8

Вплив медгерму на поведінкові елементи щурів (абс, M±m, , n=6)

Групи тваринПоведі-
нковий
елемент

Вихідні
дані І ІІ ІІІ ІV

Обн 23,89±1,32 25,67±1,57 8,33±1,4* 5,43±0,41* 26,95±1,65

ЦК 2,11±0,84 2,33±0,52 1,17±0,6* 3,17±0,33* 2,4±0,54

ЗК 65,00±4,11 61,33±3,81 23,17±3,83* 42,33±9,08* 62,25±3,87

РнМ 6,83±0,58 7,17±0,94 2,67±0,65* 4,67±0,65* 7,06±0,93

ВС 2,00±0,57 1,83±0,41 1,17±0,33* 2,17±0,94* 1,92±0,43

СУ 24,11±1,65 24,00±1,43 6,83±0,94* 17,67±0,97* 22,32±1,5

Нр 2,67±0,69 2,83±1,47 1,33±0,07* 3,67±0,65* 2,82±1,48

СнМ 3,11±0,42 3,33±0,41 2,33±0,12* 1,50±0,44* 3,83±0,45

Гр 2,28±0,47 2,33±1,2 3,67±0,18* 4,17±0,21* 2,45±1,26

Фр 3,28±0,65 3,17±1,63 1,33±0,07* 1,83±0,09* 3,21±1,65

Деф 1,96±0,64 2,15±0,51 1,04±0,33* 1,07±0,52* 2,09±0,49

Ур 2,17±0,46 2,12±0,26 1,00±0,51* 1,17±0,25* 2,01±0,25

Інтегральні характеристики індивідуальної поведінки

ЗРА 128,89±6,44 127,49±6,37 48,34±2,42* 83,28±4,16* 128,17±6,41

Пер 67,11±3,36 63,66±3,18 24,33±1,22* 45,50±2,28* 64,65±3,23

ЕР 6,39±0,32 6,50±0,33 3,66±0,18* 3,33±0,17* 7,04±0,35

ЕТ 32,94±1,65 33,00±1,65 10,67±0,53* 24,51±1,23* 31,30±1,57

ОДА 93,67±4,68 92,16±4,61 34,00±1,70* 54,60±2,73* 94,42±4,72

Примітка у табл. 3.8-3.9: * – порівняно з тваринами до введення БАР (p<0,05)
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Рис. 3.4. Динаміка зміни кількості елементів поведінкових реакцій при в/о

                введенні медгерму у щурів дослідних груп відносно  контролю

На рис. 3.4-3.6, табл. 3.10-3.14: * – достовірність порівняно

до контролю (р<0,05)

У тварин ІІ і ІІІ груп поведінкові елементи змінювались відносно контро-

лю як кількісно, так і за спрямованістю. При введенні медгерму дозою 1/40

ЛД50 у щурів значно зменшувалась кількість усіх поведінкових елементів,

окрім елемента «грумінг», який значно і достовірно збільшувався (на 57,1 %,

р<0,05) (див. рис. 3.4).
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При введенні медгерму дозою 1/80 ЛД50 у тварин спостерігалося збіль-

шення кількості таких показників, як «грумінг» (на 78,7 %), «вертикальна стій-

ка» (на 18,4 %), «нора» (на 29,4 %), «центральний квадрат» (на 36,1 %). Однак

таке збільшення було достовірним тільки у елемента «грумінг» (р<0,05).

Водночас, порівняно з аналогічними показниками тварин контрольної

групи, у щурів, які одержували медгерм дозою 1/80 ЛД50, спостерігалося дос-

товірне (р<0,05) зменшення таких поведінкових елементів, як «обнюхування»

(на 78,8 %), «сидіння на місці» (на 55,0 %), «дефекація» (на 50,2 %), «уринація»

(на 44,8 %), «фризінг» (на 42,1 %), «зовнішій квадрат» (на 30,9 %), «стійка з

упором» (на 26,3 %). При введенні щурам медгерму дозою 1/160 ЛД50 поведін-

кові реакції у тесті «відкрите поле» достовірно не змінювались.

Дані зміни поведінкових реакцій при введенні щурам медгерму зумовили

порушення інтегральних характеристик їх індивідуальної поведінки (рис. 3.5).

Введення медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 призводило до пригнічення всіх по-

казників індивідуальної поведінки щурів відносно вихідного рівня і аналогіч-

них показників контрольної групи. Причому ці зміни були дозозалежними.

Так, введення медгерму дозою 1/40 ЛД50 більшою мірою пригнічувало горизо-

нтальну локомоцію (на 61,8 %), емоційну тривожність (на 67,7%) та орієнтова-

но-дослідницьку активність (на 63,1 %). Медгерм дозою 1/80 ЛД50 також приг-

нічував ці показники, але меншою мірою (відповідно на 28,5, 25,7 і 40,8%).

Вплив медгерму дозами 1/40 та 1/80 ЛД50 на емоційну реактивність був

приблизно однаковий (див. рис. 3.5). Усі ці зміни у поведінці щурів ІІ, ІІІ груп

достовірно відрізнялися від аналогічних показників у тварин контрольної гру-

пи (p<0,05).

Також встановлено, що медгерм дозою 1/160 ЛД50 не здійснював значно-

го впливу на ці показники. Таким чином, медгерм при в/о введенні здійснює

пряму дозозалежну нейротропну депримуючу дію. Цей ефект виявляється в

пригніченні рухової та орієнтовно-дослідницької активності. Зменшення пока-

зників емоційної сфери щурів у тесті «відкрите поле» може бути свідченням

його психотропної дії, аналогічної анксіолітикам.
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Рис. 3.5. Динаміка зміни інтегральних характеристик індивідуальної поведінки

у щурів дослідних груп відносно тварин контрольної групи

3.3.2. Вплив медгерму на підвищену рухову активність тварин

До методик, що застосовуються при фармакологічному скринінгу нових

БАР, належить аналіз їх взаємодії з стандартними лікарськими засобами. Для

вивчення можливої нейротропної активності медгерму в даній серії досліджен-

ня був використаний як збуджуючий фармакологічний аналізатор – «класич-
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ний» психостимулятор групи фенілалкіламінів амфетаміну сульфат. Досліди

були проведені як наведено у підрозділі 2.3.2.

У результаті експерименту встановлено, що під впливом амфетаміну за-

гальна рухова активність щурів значно підвищувалася (на 75,1 %), що було

проявом його основного психостимулюючого ефекту (табл. 3.9, рис. 3.6).

Таблиця 3.9

Вплив медгерму на загальну рухову активність щурів при сумісному

введенні з амфетаміном (абс., M±m, n=6)

Групи тваринПоведінко-
вий

елемент

Вихідні
дані І (конт-

роль) ІІ ІІІ ІV

Обн 23,89±
1,32

37,97±
4,10*

8,44±
0,91*

31,64±
3,41*

36,07±
2,13*

ЦК 2,11±
0,84

5,32±
0,92

2,13±
0,371

1,13±
0,19*

5,16±
0,13*

ЗК 65,00±
4,11

116,17±
16,9*

24,20±
3,52*

43,02±
6,27*

119,77±
9,58

РнМ 6,83±
0,58

11,62±
2,18*

10,56±
1,98*

4,65±
0,87*

11,79±
1,18

ВС 2,00±
0,57

4,58±
0,57*

1,31±
0,16

1,28±
0,57

4,46±
0,23*

СУ 24,11±
1,65

38,82±
6,52*

11,76±
1,98*

15,53±
2,61*

44,64±
1,70*

Нр 2,67±
0,69

5,38±
1,81*

1,58±
0,53

2,69±
0,90

5,08±
0,37*

Гр 2,28±
0,47

5,82±
1,03*

3,88±
0,69*

4,12±
0,01*

6,10±
0,34*

ЗРА 128,89±
1,28

225,68±
4,25*

63,86±
1,27*

104,06±
2,10*

233,07±
2,80*

Амфетамін значно і достовірно (р<0,05) підвищував усі поведінкові еле-

менти. Більш ніж на 100% підвищувалися такі поведінкові елементи: «грумінг»

(на 155,3 %), «центральний квадрат» (на 152,1 %), «вертикальна стійка» (на

129,0 %) та «нора» (на 101,5 %). Кількість поведінкових елементів, що залиши-

лися («зовнішній квадрат», «рух на місці», «стійка з упором» та «обнюхуван-

ня») збільшувалась від 59 до 79 % (див. рис. 3.6).



77

-100

-50

0

50

100

150

200

I група 58,94 152,13 78,72 70,13 129,00 61,01 101,50 155,26 75,10

II група -64,67 0,95 -62,77 54,61 -34,50 -51,22 -40,82 70,18 -50,45

III група 32,44 -46,45 -33,82 -31,92 -36,00 -35,59 0,75 80,70 -19,26

IV група 50,99 144,57 84,26 72,68 122,82 85,16 90,21 167,52 80,83

Обн ЦК ЗК РнМ ВС СУ Нр Гр ЗРА

% до вихідних даних

*
*

*

*

* * * * *
*

*

*

*

*

*

*

*
*

* *
*

*

*

* *

*

*
*

*
*

*

*
*

Рис. 3.6. Динаміка зміни кількості елементів поведінкових реакцій при су-

місному введенні амфетаміну та медгерму у щурів

Порівняно з вихідними даними, застосування амфетаміну на фоні вве-

дення медгерму дозою 1/40 ЛД50 хоча і викликало підвищення кількості де-

яких поведінкових елементів («грумінг» та «рух на місці»), однак значно мен-

шою мірою (відповідно на 70,2 та 54,6 %, р<0,05). Кількість інших поведінко-

вих елементів у щурів ІІ групи порівняно з вихідним рівнем суттєво зменшува-

лась (див. рис. 3.6).

Крім того, попереднє введення медгерму дозою 1/40 ЛД50 також викли-

кало значне зниження кількості усіх поведінкових елементів порівняно з ана-
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логічними показниками тварин контрольної групи, які отримували амфетамін

на фоні введення фізіологічного розчину (див. рис. 3.6).

Порівняно з вихідним станом сумісне з амфетаміном в/о введення медге-

рму дозою 1/80 ЛД50 викликало такі зміни. На відміну від дози 1/40 ЛД50 спо-

стерігалось достовірне і значне підвищення кількості поведінкових елементів:

«грумінг» (на 80,7 %), «обнюхування» (на 32,4%), та зменшення кількості:

«центральний квадрат» (на 46,5 %), «вертикальна стійка» (на 36,0 %), «стійка з

упором» (на 35,6 %), «зовнішній квадрат» (на 33,8%), а кількість поведінкового

елемента «нора» суттєво не змінювалось. Водночас, відносно тварин контроль-

ної групи, сумісне введення амфетаміну та медгерму дозою 1/80 ЛД50 виклика-

ло значне зниження кількості поведінкових елементів (див. рис. 3.6).

Цікавим є той факт, що при взаємодії з амфетаміном медгерм дозою 1/80

ЛД50 не тільки більш стабільно зберігав протитривожну активність щурів, ніж

дозою 1/40 ЛД50 (зменшення емоційної тривожності відповідно на 103,5 і

31,1%), а навіть збільшував ії: без психостимулятора вона зменшувалась тільки

на 25,7 % (дозою 1/40 ЛД50 – на 67,7 %). При цьому введення медгерму дозою

1/80 ЛД50 з амфетаміном значно знижувало кількість переміщень (на 80,3 проти

61,8 % дозою 1/40 ЛД50). Проте краще зберігалась орієнтовано-дослідницька

активність. При дозі 1/80 ЛД50 спостерігалось її зниження тільки на 48,7 % (без

амфетаміну – на 40,8 %), при 1/40 ЛД50 – на 167,8 % (без психостимулятора –

на 63,1 %).

Порівняно з контролем сумісне з амфетаміном в/о введення медгерму до-

зою 1/160 ЛД50 викликало аналогічні за спрямованістю і виразністю зміни ру-

хової активності тварин, як і психостимулятор. При цьому, необхідно врахову-

вати, що в даній дозі самостійно медгерм практично не впливав на загальну

рухову активність і поведінкові реакції щурів.

Таким чином, встановлено, що медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 має анта-

гоністичну взаємодію з «класичним» психостимулятором амфетаміном, який є

потужним дофаміно-, адреноміметиком. Найбільшу цікавість у плані подаль-

шого вивчення нейротропної дії викликає медгерм дозою 1/80 ЛД50.
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3.3.3. Вплив медгерму на тривалість «тіопенталового сну»

Дослідження впливу медгерму на фармакодинамічні ефекти стандартно-

го депримуючого засобу, похідного барбітурової кислоти – тіопенталу натрію,

який є ГАМК-міметичним препаратом, дозволяє передбачити деякі особливос-

ті дії нової БАР. Досліди проведено 2-ма серіями, як наведено у підрозд. 2.3.3.

За результатами 1-ї серії досліджень, метою якої було вивчення безпосе-

реднього впливу медгерму на снодійний ефект тіопенталу натрію, встановлено,

що введення нової БАР трьома дозами (1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50) за 30 хв до вве-

дення тіопенталу натрію достовірно не впливало на швидкість настання сну у

мишей (табл. 3.10).

Таблиця 3.10

Вплив медгерму на тривалість тіопенталового сну у мишей (M±m, n=6)

Група тварин Час засинання (хв) Тривалість сну (хв)

1 серія (застосування БАР за 30 хв до введення тіопенталу натрію)

І (контроль) 2,00±0,11 76,17±3,10

ІІ 1,98±0,13 36,50±2,31 *

ІІІ 2,00±0,18 40,40±2,51 *

IV 1,91±0,11 71,02±1,90

2 серія (застосування БАР за 24 год до введення тіопенталу натрію)

І (контроль) 2,00±0,11 76,17±3,10

ІІ 1,98±0,13 39,58±1,98 *

ІІІ 2,00±0,18 55,86±1,68 *

IV 1,91±0,11 72,15±2,13

Проте при введенні медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 спостерігалося знач-

не зниження тривалості сну у мишей відповідно на 52,1 та 47,0 % (p<0,05). За-

стосування нової БАР дозою 1/160 ЛД50 достовірно не впливало на тривалість

«тіопенталового сну» у мишей (див. табл. 3.10).
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Метою 2-ї серії даних експериментів було вивчення можливого впливу

нової БАР на швидкість біотрансформації тіопенталу натрію. Виявлено, що при

введенні медгерму трьома дозами за 24 год до застосування тіопенталу натрію

час засинання мишей також достовірно не змінювався. Водночас застосування

БАР дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 приводило до суттєвого і достовірного (p<0,05)

зниження тривалості сну у тварин відповідно на 48,1 і 26,7 %. Якщо медгерм

вводився дозою 1/160 ЛД50, тоді тривалість "тіопенталового сну" у дослідних

групах не відрізнялась від аналогічного показника контрольних тварин.

Таким чином, отримані результати свідчать про те, що медгерм суттєво не

впливав на біодоступність тіопенталу натрію, оскільки швидкість настання «ті-

опенталового сну» в контрольних і дослідних групах практично не відрізня-

лась. Достовірне скорочення тривалості «тіопенталового сну» у тварин, які

одержували медгерм дозами 1/40 та 1/80 ЛД50 за 30 хв до введення тіопенталу

натрію у 1-ї серії експериментів, зумовлено його антагонізмом відносно сно-

дійного ефекту тіопенталу натрію. Достовірне зменшення тривалості сну в 2-й

серії дослідів у тварин, які одержували медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 за 24

год до введення тіопенталу натрію, дозволило зробити висновок про посилення

під дією нової БАР детоксикуючої функції печінки. Це прискорювало біотран-

сформацію тіопенталу натрію і знижувало його снодійну дію.

Таким чином, медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 виявив асомногенний

ефект. Крім того, медгерму можливо притаманна гепатотропна дія, що є підс-

тавою для подальшого вивчення його впливу на печінку.

3.3.4. Вплив медгерму на феномен «струшування голови»

Досліди були проведені, як наведено у підрозділі 2.3.2. Як свідчать дані

табл. 3.11, у тварин контрольної групи введення 5-окситриптофану викликало

феномен «струшування голови». У перші 10 хв кількість струшувань голови

була в 1,7 разів меншою, ніж у наступні 10 хв.
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На фоні введення медгерму дозою 1/80 ЛД50 встановлено, що кількість

струшувань голови у мишей збільшувалася. Так, у перші 10 хв кількість стру-

шувань голови у мишей збільшилась у 1,49 рази, а у наступні 10 хв – 2,14 рази.

Таблиця 3.11

Вплив медгерму на феномен «струшування голови», викликаного

5-окситриптофаном (M±m, n=6)

Кількість струшувань голови
Група тварин

перші 10 хв другі 10 хв

Контроль 16,80±1,76 27,25±3,51

Медгерм (1/80 ЛД50) 25,03±0,83* 58,31±3,37*

Таким чином, медгерм дозою 1/80 ЛД50 здійснював синергічну взаємодію

з попередником серотоніну 5-окситриптофаном, що свідчить про міметичний

вплив медгерму на центральну серотонінергічну передачу.

3.3.5. Вплив медгерму на координацію рухів і м’язовий тонус тварин

Дослідження впливу медгерму на координацію рухів і м’язовий тонус

тварин дало можливість встановити, що миші контрольної та дослідних груп у

100 % випадків на 30, 60 та 90 хв після введення БАР зберігали здатність утри-

муватися на «обертовому стрижні» більше 2-х хв. Це свідчить про те, що в/о

введення медгерму дозами 1/40, 1/80 та 1/160 ЛД50 не викликало міорелаксант-

ної дії і не впливало на координацію рухів тварин.

3.3.6. Вивчення знеболювальної та протизапальної активності медгерму

Дослідження периферичного компонента аналгетичного ефекту, яке про-

ведено на моделі «оцтових корчів», виявило, що п/о введення медгерму дозою

1/160 ЛД 50 не інгібувало оцтові корчі у тварин, а дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 досто-
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вірно значно зменшувало їх кількість відповідно на 52,5 і 17,0 % (табл. 3.12).

Це свідчить про дозозалежне гальмування даною БАР місцевої активації медіа-

торів запалення і болю.

Таблиця 3.12

Аналгезуюча активність медгерму у тесті «оцтовокислих корчів» (М±m, n=6)

Доза, мг/кг Кількість «корчів»
у контролі

Кількість «корчів»
у досліді

1/40 ЛД50 23,50±0,84 11,16±0,74*

1/80 ЛД50 23,50±0,84 20,18±0,44*

1/160 ЛД50 23,50±0,84 22,83±0,94

Медіатори болю одночасно є і медіаторами запалення, тому логічним бу-

ло вивчення антиексудативної активності медгерму [339, 340]. У результаті ек-

спериментів виявлено, що медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 суттєво зменшував

набряк тканини лапки мишей, який викликався 1 % розчином карагеніну, а до-

зою 1/160 ЛД50 практично не впливав на його виразність (табл. 3.13).

Таблиця 3.13

Коефіцієнт інгібування карагенінового набряку тканин лапки

мишей на фоні введення медгерму (М±m, умовні одиниці, n=6)

Коефіцієнт інгібування набряку (V2/V1) черезГрупи

тварин 30 хв 60 хв 120 хв 180 хв

І (контроль) 1,20±0,036 1,45±0,058 1,56±0,051 1,60±0,066

ІІ 0,06±0,020* 0,31±0,020* 0,76±0,040* 0,93±0,038*

ІІІ 0,80±0,026* 1,04±0,045* 1,24±0,026* 1,39±0,039*

IV 1,10±0,058 1,31±0,068 1,49±0,061 1,53±0,043

Значний відсоток інгібування спостерігався при введенні медгерму до-

зою 1/40 ЛД50 на 30 та 180 хв (відповідно на 95,0 і 41,3 %). Найбільш рівномір-

ний як за часом, так і виразністю вплив на запалення відмічався при введенні
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досліджуваної БАР дозою 1/80 ЛД50 (див. табл. 3.13). Отримані результати сві-

дчать про виразний дозозалежний вплив медгерму на гостре асептичне запа-

лення, яке спричиняється карагеніном. Тим самим зазначається, що медгерм

здійснює інгібуючий вплив на циклооксигеназний шлях розвитку запалення.

Таким чином, медгерм виявляв аналгетичну активність на моделі оцто-

вокислих корчів та антиексудативну активність на моделі карагенінового запа-

лення. Слід відмітити, що ці ефекти мали дозозалежну спрямованість. Найбі-

льшою активністю медгерм мав дозою 1/40 ЛД50, меншою - 1/80 ЛД50. Введен-

ня медгерму дозою 1/160 ЛД50 не викликало ні аналгетичного, ні актиексудати-

вного ефекту (на моделі карагенінового запалення).

Результати вивчення протизапальної активності медгерму на моделі зи-

мозанового набряку показало, що медгерм не впливав на ліпооксигеназний

шлях перетворення арахідонової кислоти (табл. 3.14).

Таблиця 3.14

Коефіцієнт інгібування зимозанового набряку тканин лапки мишей

на фоні введення медгерму (М±m, умовні одиниці, n=6)

Коефіцієнт інгібування набряку (V2/V1) черезГрупи

тварин 30 хв 60 хв 120 хв 180 хв

І (контроль) 1,25±0,05 1,51±0,06 1,63±0,06 1,88±0,07

ІІ 1,24±0,05 1,50±0,06 1,61±0,06 1,87±0,06

ІІІ 1,23±0,05 1,49±0,06 1,60±0,06 1,86±0,08

IV 1,23±0,04 1,50±0,05 1,62±0,06 1,87±0,04

Враховуючи, що медгерм трьома дозами не змінював ексудативний

ефект зимозану, а дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 здійснював значний антиексудатив-

ний ефект на фоні карагенінового запалення, можна припустити, що медгерм є

інгібітором циклооксигенази. Це диктує окремий напрям досліджень цієї БАР.



84

Результати досліджень даного розділу опубліковано:

1. Тимчишин О. Л. Гостра токсичність медгерму - нового похідного гер-

манієвої солі діфосфонової кислоти з міддю / О. Л. Тимчишин, В. В. Годован,

І.Й. Сейфулліна // Одеський медичний журнал. — 2010. — № 2. — С. 23-26.

2. Тимчишин О. Л. Токсикологічна характеристика нової біологічно ак-

тивної речовини медгерму / О. Л. Тимчишин, В. В. Годован // Клінічна та екс-

периментальна фармакологія метаболічних корректорів, органопротекція, до-

казова медиціна : VI Всеукраїнська наук.-практ. конф. з міжнародною участю з

клінічної фармакології, присвячена 90-річчю від дня народження професора

О.О. Столярчука, 10-11.11.10 р., Винниця : тези доп., 2010. — С. 385-386.

3. Пат. 66392 Україна, МПК (2011.01.) А61P 1/16 (2006.01), A61K 31/30

(2006.01), A61K 9/14 (2006.01), G09B 23/28 (2006.01). Медгерм - біологічно ак-

тивна гепатопротекторна речовина / Тимчишин О. Л., Годован В. В., Кресюн В.

Й., Сейфулліна І. Й., Марцинко О. Е. ; заявник та патентовласник Одеський на-

ціональний медичний університет. - № u201113639 ; заявл. 21.11.2011 р. ;

опубл. 26.11.2011 р., Бюл. № 24. — 6 с.

4. Тимчишин О. Л. Вивчення протизапальних та аналгетичних властиво-

стей нового похідного германієвої солі діфосфонової кислоти з купрумом / О.

Л. Тимчишин, В. В. Годован // Клінічна фармакологія та фармакотерапія у сві-

тлі доказової медицини : VII Всеукраїнська наук.-практ. конф. з міжнар. уч. ;

Вінниця, 25-26 листопада 2013 р. : матеріали. — Вінниця, 2013. — С. 237-238.

5. Тимчишин О. Л. Оцінка впливу медгерму на фармакологічні ефекти

тіопенталу натрію / О. Л. Тимчишин // Актуальні питання біології, екології,

медицини та фармакології : наук.-практ. конф. з міжнар. уч., 26-27 вересня

2013 р., Харків : матеріали. — Харків, 2013. — С. 166.



85

РОЗДІЛ 4

ВПЛИВ МЕДГЕРМУ НА БІОХІМІЧНІ ПОКАЗНИКИ ТА

МОРФОЛОГІЧНИЙ СТАН ІНТАКТНИХ ТВАРИН

Враховуючи результати проведеного у попередньому розділі токсиколо-

гічного и загальнофармакологічного дослідження нової сполуки в ряду оксіе-

тилідендифосфонатогерманатів – медгерму, важливим було встановити вплив

його курсового введення на біохімічні показники та морфологічний стан паре-

нхіматозних органів інтактних тварин, що стало метою даної серії роботи.

4.1. Активність маркерних ферментів печінки інтактних тварин на фоні

курсового введення медгерму

У результаті проведених досліджень виявлена важлива закономірність

впливу курсового введення медгерму трьома дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50 на

активність ферментів цитолізу (табл. 4.1, рис. 4.1, 4.2). Встановлено, що при

курсовому в/о введенні медгерму даними дозами значних змін активності

АлАТ як у СК, так і у ТП не відбувалось.

Таблиця 4.1

Активність ферментів цитолізу в сироватці крові та печінки інтактних тварин

на фоні курсового введення різних доз медгерму (М±m, n=6)

АлАТ АсАТГрупа
тварин СК (мккат/л) ТП (мккат/гтк) СК (мккат/л) ТП (мккат/гтк)

І
(контроль) 1,97±0,14 55,10±3,17 2,40±0,10 161,19±5,64

ІІ 1,89±0,22 61,36±5,14 9,65±1,00* 12,99±1,35*

ІІІ 1,99±0,43 56,79±7,57 8,33±1,09* 22,28±2,85*

ІV 2,12±0,16 55,45±6,74 3,01±0,20* 140,48±14,13*

Примітка: У табл. 4.1-4.8 * - достовірно порівняно з контролем (p<0,05)
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Рис. 4.1. Динаміка зміни активності АлАТ, АсАТ, ГГТ і ЛФ в СК інтактних

щурів на фоні курсового введення медгерму різними дозами

     На рис. 4.1-4.4: по осі абсцис – групи тварин;

                                 * - достовірність порівняно з контролем (p<0,05)

Активність АсАТ СК на фоні курсового в/о введення медгерму порівняно

з тваринами контрольної групи збільшувалася. Виразність змін активності

АсАТ СК мала дозозалежний характер: при курсовому введенні медгерму до-

зою 1/40 ЛД50 збільшення активності АсАТ СК було максимальним (у 4,02 ра-
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зи), а на фоні введення медгерму дозою 1/160 ЛД50 - мінімальним (у 1,25 рази)

(див. табл. 4.1, рис. 4.1).
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Рис. 4.2. Динаміка зміни активності АлАТ, АсАТ, ГГТ і ЛФ в ТП у інтактних

щурів на фоні курсового введення медгерму різними дозами

Зміни активності АсАТ СК на фоні курсового в/о введення усіх доз мед-

герму були статистично достовірними порівняно з активністю АсАТ СК щурів

контрольної групи.
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Активність АсАТ ТП на фоні курсового в/о введення медгерму, на відмі-

ну від активності у СК, суттєво зменшувалась порівняно з тваринами контро-

льної групи. Виразність зменшення активності АсАТ ТП також мала дозозале-

жний характер: при курсовому в/о застосуванні БАР дозою 1/40 ЛД50 зменшен-

ня її активності у ТП було максимальним (на 91,9 %), а на фоні введення мед-

герму дозою 1/160 ЛД50 - мінімальним (на 12,9 %) (див. табл. 4.1, рис. 4.2). Змі-

ни активності АсАТ ТП на фоні курсового в/о введення усіх доз медгерму були

статистично достовірними порівняно з її активністю у контролі.

Методом рангової кореляції виявлено високу негативну кореляційну за-

лежність між змінами активності АсАТ СК та ТП (r = -0,76).

На фоні курсового в/о введення медгерму активність ГГТ СК збільшува-

лась. Виразність збільшення активності ГГТ СК мала дозозалежний характер:

при курсовому в/о введенні БАР дозою 1/40 ЛД50 збільшення активності ГГТ

СК було максимальним (у 7,53 рази), а на фоні застосування дози 1/160 ЛД50 –

мінімальним (у 1,69 рази). Зміни активності ГГТ СК на фоні курсового в/о вве-

дення усіх доз медгерму були статистично достовірними порівняно з її актив-

ністю у щурів контрольної групи (табл. 4.2, рис. 4.1).

Таблиця 4.2

Активність ферментів холестазу в сироватці крові та печінки інтактних тварин

на фоні курсового введення різних доз медгерму (М±m, n=6)

ГТ ЛФГрупа
тварин СК (мккат/л) ТП (мккат/гтк) СК (мккат/л) ТП (мккат/гтк)

І (контроль) 0,13±0,01 4,08±0,28 18,20±1,09 1,30±0,12

ІІ 0,98±0,17* 2,33±0,17* 7,76±0,34* 1,27±0,06

ІІІ 0,45±0,06* 4,02±0,13 21,90±1,79 0,37±0,05*

ІV 0,22±0,03* 4,28±0,34 16,90±1,05 1,48±0,46

Зміна активності ЛФ СК на фоні курсового в/о введення медгерму не ма-

ла такого однаково спрямованого характеру. У тварин, які в/о отримували мед-
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герм дозою 1/40 ЛД50, активність ЛФ СК суттєво зменшувалась у 2,35 рази.

Водночас на фоні курсового в/о введення БАР дозою 1/80 ЛД50 активність ЛФ

СК збільшувалась у 1,2 рази (див. табл. 4.2, рис. 4.1). Введення медгерму дозою

1/160 ЛД50 не викликало значних змін активності ЛФ СК.

На фоні курсового в/о введення медгерму дозами 1/40 ЛД50 активність

ГГТ ТП значно зменшувалась (на 42,9 % р<0,05). На фоні курсового в/о вве-

дення медгерму дозами 1/80 і 1/160 ЛД50 зміни активності ГГТ ТП були незна-

чними (див. табл. 4.2, рис. 4.2).

Активність ЛФ ТП на фоні курсового в/о введення медгерму зменшува-

лась. Зменшення активності ЛФ ТП у щурів, які отримували БАР дозою 1/80

ЛД50, було максимальним та статистично достовірним (на 71,6 %, р<0,05). При

застосуванні БАР дозами 1/40 і 1/160 ЛД50 зменшення активності ЛФ ТП було

незначним та статистично недостовірним (див. табл. 4.2, рис. 4.2).

Кореляційний аналіз між змінами активності маркерних ферментів холе-

стазу у СК та ТП у щурів, які в/о одержували медгерм трьома дозами, показав,

що виявлена динаміка змін активності ГГТ у СК та ТП мала високу негативну

кореляцію (r = -0,98), а ЛФ у СК та ТП – низьку позитивну кореляцію (r = 0,22).

Таким чином, на підставі проведених досліджень можливо резюмувати

таке. Медгерм здійснював дозозалежний вплив на активність АсАТ, ГГТ та

ЛФ, як СК так і ТП інтактних тварин. Найбільший вплив на ці ферменти мед-

герм здійснював дозою 1/40 ЛД50. Медгерм дозою 1/160 ЛД50 практично не

змінював активність ферментів.

Меншою мірою медгерм впливав на активність АлАТ як СК,  так і ТП.

Зміни активності цього ферменту цитолізу під впливом трьох доз медгерму бу-

ли незначними і укладалися у статистичну помилку.

На фоні курсового в/о введення медгерму у СК спостерігалося підвищен-

ня активності АсАТ і ГГТ. Водночас активність ЛФ СК помірно знижувалась.

У ТП спостерігалося зменшення АлАТ і ГГТ. Активність ЛФ на фоні введення

медгерму великою і малою дозами не змінювалась. При використанні серед-

ньої дози медгерму (1/80 ЛД50) активність ЛФ значно знижувалась.
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4.2. Вплив медгерму на інтегральні біохімічні показники інтактних щурів

У результаті досліджень була виявлена важлива закономірність зміни

вмісту загального білка та сечовини у СК та ТП інтактних щурів на фоні кур-

сового введення медгерму різними дозами (табл. 4.3, рис. 4.3, 4.4). Встановле-

но, що порівняно з контролем вміст загального білка в СК тварин зменшувався.

Проте суттєве зменшення цього показника було виявлено тільки на фоні вве-

дення медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 (відповідно на 17,7 і 11,8 %). Водночас

порівняно зі щурами контрольної групи вміст загального білка у ТП дослідних

тварин збільшувався при застосуванні БАР дозою 1/40 і 1/80 ЛД50 (відповідно

на 32,3 і 15,5 %). На фоні введення медгерму дозою 1/160 ЛД50 коливання вміс-

ту загального білка не були значними ні в СК, ні в ТП порівняно з вмістом ана-

логічно показника контрольної групи.

Таблиця 4.3

Вміст загального білка та сечовини в сироватці крові та печінки у інтактних

щурів на фоні курсового в/о введення різних доз медгерму (М±m, n=6)

Вміст загального білка Вміст сечовиниГрупа

тварин СК (г/л) ТП (г/гтк) СК (ммоль/л) ТП (ммоль/гтк)

І (контроль) 67,72±2,48 16,73±0,61 10,50±0,75 0,61±0,09

ІІ 55,77±2,86* 22,14±2,69* 12,50±1,50* 0,86±0,09*

ІІІ 59,75±3,52* 19,33±1,54* 11,23±1,35 0,78±0,12

ІV 65,88±2,74 17,45±6,84 11,83±2,18 0,68±0,13

Застосування медгерму трьома дозами не викликало значних змін вмісту

сечовини в СК. Водночас у ТП виявлено суттєве збільшення вмісту сечовини

на 40,02 % (р<0,05) тільки при застосуванні медгерму дозою 1/40 ЛД50 (див.

табл. 4.3, рис. 4.3, 4.4).
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Рис. 4.3. Динаміка зміни вмісту інтегральних показників функціонального

               стану печінки у СК інтактних щурів на фоні курсового в/о введення

медгерму різними дозами

Встановлено, що порівняно зі щурами І (контрольної) групи вміст зага-

льного білірубіну в СК суттєво збільшувався під впливом медгерму дозою 1/40

ЛД50 (на 32,03 %, р<0,05).
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Рис. 4.4. Динаміка зміни вмісту інтегральних показників функціонального

               стану печінки у ТП інтактних щурів на фоні курсового в/о введення

медгерму різними дозами

При введенні медгерму дозою 1/80 ЛД50 відмічено суттєве зменшення

вмісту білірубіну в СК відносно контролю (на 17,97 %, р<0,05). При застосу-

ванні медгерму дозою 1/160 ЛД50 значних змін вмісту загального білірубіну в

СК не виявлено (див. табл. 4.4, рис. 4.3, 4.4).
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Таблиця 4.4

Вміст загального білірубіну і загального холестерину в сироватці крові та

гомогенаті тканини печінки у інтактних щурів на фоні курсового в/о введення

різних доз медгерму (М±m, n=6)

Вміст загального білірубіну Вміст загального холестеринуГрупа
тварин СК

(мкмоль/л)
ТП

(мкмоль/гтк)
СК

(мкмоль/л)
ТП

(мкмоль/гтк)
І  (контроль) 1,28±0,10 15,32±0,77 2,28±0,18 0,20±0,02

ІІ 1,69±0,16* 14,95±4,32 0,88±0,10* 1,43±0,60*

ІІІ 1,05±0,06* 14,83±1,39 1,55±0,17* 1,03±0,20*

ІV 1,14±0,14 18,00±2,75 1,39±0,41* 0,18±0,06

При введенні медгерму дозами 1/40, 1/80 та 1/160 ЛД50 також не виявле-

но суттєвих змін вмісту загального білірубіну в ТП порівняно з контролем

(див. табл. 4.4, рис. 4.4).

Вміст загального холестерину в СК на фоні курсового в/о введення мед-

герму дозами 1/40, 1/80 та 1/160 ЛД50 суттєво зменшувався (відповідно на

61,20, 32,02 та 39,04 %) (див. табл. 4.4, рис. 4.3). Водночас у ТП виявлено знач-

не збільшення вмісту загального холестерину при застосуванні медгерму доза-

ми 1/40 і 1/80 ЛД50. (відповідно у 7,15 та 5,15 разів) (див. табл. 4.4 та рис. 4.4).

На фоні курсового в/о введення медгерму дозою 1/160 ЛД50 значних змін вміс-

ту загального холестерину в СК не виявлено.

Вміст глюкози в СК на фоні курсового в/о введення медгерму дозою 1/40

і 1/80 ЛД50 суттєво зменшувався відповідно на 32,83 і 18,79 %. При застосуван-

ні медгерму дозами 1/160 ЛД50 коливання вмісту глюкози в СК не були суттє-

вими. У ТП виявлено значне збільшення вмісту глюкози під впливом медгерму

дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50 відповідно на 170,22, 79,35 і 27,83 % (табл. 4.5 і

рис. 4.3, 4.4).
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Таблиця 4.5

Вміст глюкози в сироватці крові та гомогенаті тканини печінки у інтактних

щурів на фоні курсового в/о введення різних доз медгерму (М±m, n=6)

Вміст глюкози
Група тварин

СК (ммоль/л) ТП (ммоль/гтк)
І (контроль) 5,27±0,38 4,60±0,40

ІІ 3,54±0,39* 12,43±1,76*

ІІІ 4,28±0,26* 8,25±1,51*

ІV 5,65±0,64 5,88±0,82*

Таким чином, встановлено, що на фоні курсового в/о введення медгерму

відбувалися певні зміни біохімічних показників, які є інтегральними показни-

ками гомеостазу інтактних тварин. Зміни вмісту цих показників частіше мали

дозозалежний характер. Найбільш виразні і суттєві зміни вмісту аналітів, що ви-

вчалися, спостерігалися при дослідженні гомогенатів тканини печінки. Коли-

вання вмісту інтегральних показників у сироватці крові були менш виразними.

4.3. Вплив медгерму на показники обміну купруму інтактних тварин

Враховуючи значну роль купруму та церулоплазміну в нормальному фу-

нкціонуванні організму ссавців, а також те, що медгерм належить до купрумв-

місних сполук, доцільним було визначення в сироватці крові і гомогенаті тка-

нини печінки кількісного вмісту купруму і церулоплазміну.

Дані табл. 4.6 і рис. 4.5 свідчать, що медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 ви-

кликав підвищення вмісту купруму в СК у 1,37 і 1,15 рази відповідно (р<0,05

порівняно контролю).На фоні введення БАР дозою 1/160 ЛД50 коливання вміс-

ту купруму не були суттєвими порівняно з вмістом аналогічного показника в

СК у щурів контрольної групи.
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Таблиця 4.6

Вміст купруму та церулоплазміну в сироватці крові та гомогенаті тканини

печінки у інтактних щурів на фоні курсового в/о введення різних доз медгерму

(М±m, n=6)

Вміст купруму Вміст церулоплазміну
Група тварин СК

(мкмоль/л)
ТП

(мкмоль/гтк)
СК

(мг/л)
ТП

(мг/гтк)
І (контроль) 105,65±7,61 63,78±4,68 1135,75±66,04 198,79±31,67

ІІ 144,67±6,82* 62,55±6,97 1453,96±24,47* 67,05±10,01*

ІІІ 121,67±6,95* 57,55±5,63 1436,31±86,83* 119,20±13,87*

ІV 109,17±4,73 62,08±7,92 1241,04±90,25 184,00±19,16

В той же час порівняно щурів контрольної групи у дослідних тварин при

застосуванні медгерму дозами 1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50 не виявлено суттєвих змін

вмісту купруму в ТП (див. табл. 4.6, рис. 4.5).

Вміст церулоплазміну в СК на фоні введення медгерму дозами 1/40 і 1/80

ЛД50 суттєво збільшувався (відповідно на 28,02 і 26,46 %), а при застосуванні

БАР дозою 1/160 ЛД50 коливання вмісту церулоплазміну не були достовірними.

Водночас у ТП виявлено значне зменшення вмісту церулоплазміну на фоні ку-

рсового в/о введення медгерму дозами 1/40 і 180 ЛД50. (див. табл. 4.6, рис. 4.5).

При застосуванні медгерму дозою 1/160 ЛД50 суттєвих змін вмісту церулопла-

зміну не виявлено.

Таким чином, при курсовому в/о введенні медгерму різними дозами у ін-

тактних щурів вміст купруму у СК значно підвищувався, а у ТП зміни його

вмісту були незначними. Вміст церулоплазміну у СК значно збільшувався, а у

ТП зменшувався. Зміни вмісту і у СК і у ТП щурів залежали від дози медгерму,

яка вводилась.
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4.4. Морфологічна характеристика паренхіматозних органів інтактних

тварин при курсовому введенні медгерму1

При курсовому в/о введенні досліджуваних БАР макроскопічних змін

внутрішніх органів у інтактних щурів не виявлено.

У тварин контрольної групи при мікроскопічному дослідженні структури

тканин печінки, серця і нирок патоморфологічних змін не виявлено. Морфоло-

гічна характеристика тканини печінки за забарвленням гематоксиліном і еози-

ном у інтактних щурів має чітко виражену балкову будову: гепатоцити чітко

розташовані радіарно довкола центральних вен; чітко збережене часточкова

будова тканини печінки. Цитоплазма гепатоцитів напівпрозора, гомогенна, без

будь яких включень; ядро гепатоцитів розташовується центрально, округлої

форми, темно-синього кольору. Між печінковими балками розташовані міжба-

лочні судини з дуже тонкою стінкою, лише в окремих полях зору в просвіті їх

невелика кількість крові. Центральні вени нерівномірно повнокровні, довкола

них в периваскулярній тканині одиничне у полях зору невелике число мікроо-

середкових інфільтратів. При цьому у цитоплазмі гепатоцитів чітко визнача-

ються рубінові глибки PAS -позитивних речовин.

Морфологічна характеристика міокарда за забарвленням гематоксиліном

і еозином у тварин контрольної групи мала таку структуру: міокардіоцити рів-

номірно розташовуються довкола порожнини шлуночків, цитоплазма їх гомо-

генна, напівпрозора з ядром, що чітко контурує. Судини міокарда помірно пов-

нокровні.

При забарвленні гематоксиліном і еозином у тканині нирок тварин конт-

рольної групи спостерігалися чітко помітні кірковий і мозковий шари. Судини

клубочків помірно повнокровні, довкола них одинично в полях зору невеликий

гістоморфоцитарний інфільтрат. Епітелій звитих канальців містив напівпрозо-

ру цитоплазму, ядро чітко контурювало, було розташоване базально.

1 Висловлюю щиру подяку професору кафедри патморфології ОНМедУ А.  І.  Даніленко за
консультативну допомогу у виконанні морфологічних досліджень.
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На фоні курсового в/о введення медгерму морфологія паренхіматозних

органів (печінки, серця і нирок) мала деякі особливості.

При курсовому в/о введенні медгерму дозою 1/40 ЛД50 структура печінки

була збережена. Однак порівняно з контролем виявлено помірно виразне пов-

нокров'я центральних вен і міжчасточкових капілярів. Привертає увагу дифуз-

на гідропічна (балонна) дистрофія гепатоцитів, гіперхроматоз ядер (рис. 4.6).

На фоні застосування медгерму дозою 1/80 ЛД50 у гепатоцитах також було ви-

явлено ознаки білкової дистрофії, однак менш виразно (рис. 4.7). При курсово-

му в/о введенні медгерму дозою 1/160 ЛД50 у гепатоцитах ознак білкової дис-

трофії не встановлено (рис. 4.8).

Рис. 4.6. Морфологічні зміни у тканині печінки при введенні медгерму дозою

1/40 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х20)

На фоні курсового в/о введення медгерму дозою 1/40 ЛД50 виявлено пов-

не зникнення глибчастих PAS-позитивних речовин і значне зниження забарв-

лення дифузно розташованих PAS-позитивних речовин (рис. 4.9).
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Рис. 4.7. Морфологічні зміни у тканині печінки при введенні медгерму дозою

1/80 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. 40)

Рис. 4.8. Морфологічні зміни у тканині печінки при введенні медгерму дозою

1/160 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х20)
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Рис. 4.9. Морфологічні зміни у тканині печінки на фоні введення медгерму до-

зою 1/40 ЛД50 (забарвл. за А. Л. Шабадашем, ок. х10, об. х20)

При курсовому в/о застосуванні БАР дозою 1/80 ЛД50 глибчасті PAS-

позитивні речовини в центральній частині часточок були відсутні. Інтенсив-

ність забарвлення дифузно розташованих в центральній частині часточок PAS-

позитивних речовин була знижена. Однак на периферії часточок зберігалися як

глибчасті, так і дифузно розташовані PAS-позитивні речовини (рис. 4.10). При

введенні медгерму дозою 1/160 ЛД50 PAS-позитивні речовини були розташова-

ні як глибчасто, так і дифузно у центральних та периферичних часточках (рис.

4.11), однак вони були менш інтенсивні, ніж у тварин контрольної групи.

У міокарді на фоні введення медгерму дозою 1/40 ЛД50 встановлено по-

мірно виразне повнокров'я судин і значна осередкова білкова дистрофія карді-

оміоцитів (рис. 4.12). При застосуванні БАР дозою 1/80 ЛД50 на фоні помірного

повнокров'я судин спостерігалися незначні ознаки осередкової білкової дис-

трофії кардіоміоцитів (рис. 4.13). При введенні медгерму дозою 1/160 ЛД50 у

міокарді патологічних змін не виявлено (рис. 4.14).
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Рис. 4.10. Морфологічні зміни у тканині печінки на фоні введення медгерму

дозою 1/80 ЛД50 (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, об. 40)

Рис. 4.11. Морфологічні зміни у тканині печінки на фоні введення медгерму

дозою 1/160 ЛД50 (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, об. х20)
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Рис. 4.12. Морфологічні зміни у міокарді на фоні введення медгерму дозою

1/40 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х40)

Рис. 4.13. Морфологічні зміни у міокарді на фоні введення медгерму дозою

1/80 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х40)
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Рис. 4.14. Морфологічні зміни у міокарді на фоні введення медгерму дозою

1/160 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х40)

На фоні курсового в/о застосування медгерму дозою 1/40 ЛД50 у нирках

встановлено повнокров'я клубочків і осередкова білкова дистрофія нефроцитів

(рис. 4.15). При введенні досліджуваних БАР дозою 1/80 ЛД50 у нирках спосте-

рігалося повнокров'я клубочків і білкова дистрофія нефроцитів, однак вираз-

ність цих ознак була меншою ніж на фоні застосування медгерму дозою 1/40

ЛД50 (рис. 4.16). Під дією медгерму дозою 1/160 ЛД50 у нирках патоморфологі-

чних змін не виявлено (рис. 4.17).

У цілому, аналізуючи отримані дані, маємо підстави стверджувати, що на

фоні курсового в/о введення медгерму в широкому діапазоні доз у інтактних

щурів встановлено помірні гемодинамічні і незначні зворотні патоморфологіч-

ні зміни паренхіматозних органів. Причому ці зміни були більш виразні на фо-

ні введення медгерму дозою 1/40 ЛД50, а при застосуванні середньоефективної

дози (1/160 ЛД50) БАР гістологічна картина тканин серця, печінки і нирок не

відрізнялася від контролю.
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Рис. 4.15. Морфологічні зміни у тканині нирок при введенні медгерму дозою

1/40 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х40)

Рис. 4.16. Морфологічні зміни у тканині нирок при введенні медгерму дозою

1/80 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х20)



105

Рис. 4.17. Морфологічні зміни у тканині нирок при введенні медгерму дозою

1/160 ЛД50 (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х20)

Все це свідчить, що медгерм не здійснює грубих незворотних патомор-

фологічних змін у тканинах паренхіматозних органів при його курсовому вве-

денні у широкому діапазоні доз. Ці дані та результати раніше проведених дос-

ліджень з вивчення його безпечності у гострому і хронічному експериментах,

дають можливість зробити висновок про низьку токсичність досліджуваної

БАР і перспективність подальшого її вивчення, як потенційного ЛЗ.

4.5. Лазерна кореляційна спектроскопія сироватки крові та гомогенату

печінки інтактних щурів на фоні курсового введення медгерму

При аналізі фармакодинамічних властивостей медгерму був застосований

метод ЛКС сироватки крові, який дозволив провести одномоментну багатопара-

метрову детекцію гомеостатичних зрушень у СК і ТП інтактних тварин на підста-

ві визначення макромолекулярного складу ЛК-спектрів зазначених біологічних

зразків.
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У результаті дослідження СК встановлено, що у щурів контрольної групи

основний внесок у світлорозсіювання склали частинки середньо- та високомолеку-

лярної фракції (від 39 до 95 і від 96 до 264 нм відповідно 48,1 і 20,1 %) (рис. 4.18).

При курсовому введенні медгерму дозою 1/40 ЛД50 спостерігалося зни-

ження внеску в світлорозсіювання часток низько-, середньо- та високомолеку-

лярної фракцій (відповідно до 4,3, 32,0 та 5,0 %)у СК.  Водночас у щурів цієї

групи відмічалось суттєве і достовірне збільшення внеску в світлорозсіювання

часток надвисокомолекулярної фракції (до 58,5 %) (рис. 4.19). Подібні спект-

ральні зміни у СК було виявлено і при курсовому введенні інтактним щурам

медгерму дозою 1/80 ЛД50 (рис. 4.20). Зменшення внеску в світлорозсіювання

часток СК, особливо середньомолекулярної фракції, і підвищення надвисоко-

молекулярної фракції мало місце, проте було менш виразним. При курсовому

в/о введенні медгерму дозою 1/160 ЛД50 суттєвих змін у ЛК-спектрах порівня-

но з контролем не було (рис. 4.21).

Дослідження гомогенату ТП методом ЛКС-метрії проводилося вперше.

Тому, по перше, було визначено референтні межі величин у інтактних щурів.

Встановлено, що у щурів контрольної групи основний внесок у світлорозсію-

вання склали частинки низько- та середньомолекулярної фракцій (відповідно

48,4 і 48,6 %) (рис. 4.22).

На фоні курсового в/о введення медгерму достатньо високими дозами у

ЛК-спектрах ТП спостерігалися значні зміни. Більш суттєвими вони були у ни-

зько- та середньомолекулярній фракціях часток (відповідно від 12 до 38 і від 39

до 95 нм). При введенні медгерму дозою 1/40 ЛД50 відмічалось достовірне

зниження внеску в світлорозсіювання часток низкомолекулярної (до 21,8 %) і

збільшення часток середньомолекулярної (до 62,8 %) фракцій (рис. 4.23). На

фоні застосування БАР дозою 1/80 ЛД50 у ЛК-спектрах ТП було виявлено по-

дальше зменшення внеску в світлорозсіювання часток розміром від 12 до 38 нм

(до 16,3 %) і збільшення внеску часток розміром від 39 до 95 нм (до 73,2 %)

(рис. 4.24). Динаміка змін ЛК-спектрів ТП щурів, які отримували медгерм до-

зою 1/160 ЛД50, відмічалось достовірне збільшення внеску в світлорозсіювання
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Рис. 4.18. Усереднена гістограма ЛК-спектрів СК щурів контрольної групи
                 На рис. 4.18-4.25: по осі абсцис - діапазони розмірів часток;
                 по осі ординат - % внеску в ЛК-спектри часток різних розмірів
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Рис. 4.19. Усереднена гістограма ЛК-спектрів СК щурів ІІ групи, яким

                  здійснювалось курсове в/о введення медгерму дозою 1/40 ЛД50

                  На рис. 4.19-4.25: * - достовірність порівняно з контролем (p<0,05)
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Рис. 4.20. Усереднена гістограма ЛК-спектрів СК щурів ІІІ групи, яким

здйснювалось курсове в/о введення медгерму дозою 1/80 ЛД50
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Рис. 4.21. Усереднена гістограма ЛК-спектрів СК щурів ІV групи, яким

                  здійснювалось курсове в/о введення медгерму дозою 1/160 ЛД50

%%

%



109

0

20

40

60

80

100

І група 0,00 48,40 48,57 1,90 1,13

0-11 нм 12-38 нм 39-95 нм 96-264 нм > 264 нм

Рис. 4.22. Усереднена гістограма ЛК-спектрів ТП щурів контрольної групи
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Рис. 4.23. Усереднена гістограма ЛК-спектрів ТП щурів ІІ групи, яким

                 здійснювалось курсове в/о введення медгерму дозою 1/40 ЛД50
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Рис. 4.24. Усереднена гістограма ЛК-спектрів ТП щурів ІІІ групи, яким

                  здійснювалось курсове в/о введення медгерму дозою 1/80 ЛД50
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Рис. 4.25. Усереднена гістограма ЛК-спектрів ТП щурів ІV групи, яким

                 здійснювалось курсове в/о введення медгерму дозою 1/160 ЛД50
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часток низькомолекулярної (до 35,3 %) і зменшення внеску середньомолекуля-

рної (до 50,2 %) фракцій, тобто ЛК-спектри наближалися до таких, що харак-

терні для ТП щурів контрольної групи рис. 4.25).

Результати проведених досліджень, які наведені у даному розділі, свід-

чать про те, що на фоні курсового в/о введення інтактним щурам медгерму різ-

ними дозами відбувалися дозозалежні зрушення ЛК-спектрів сироватки крові і

гомогенату тканини печінки, а доза 1/160 ЛД50 була найбільш оптимальною

для подальших досліджень фармакологічної активності нового БАР.
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2. Тимчишин О. Л. Патоморфологія паренхіматозних органів щурів на

фоні курсового введення нової біологічно активної речовини медгерму / О. Л.

Тимчишин, В. В. Годован, А. І. Даніленко // Вісник проблем біології і медици-

ни. − 2011. − вип. 4. − С. 147-150.

3. Тымчишин О. Л. Оценка фармакодинамических эффектов медгерма

методом ЛКС-метрии / О. Л. Тимчишин, В. Й. Кресюн, В. В. Годован // Біофі-

зичні стандарти та інформаційні технології в медицині : наук.-практ. конф.,

Одеса, вересень 2010 р. : тези. — Одеса : ОДМУ, 2010.— С. 62-63.

4. Тымчишин О. Л. Влияние медгерма на интегральные показатели фун-

кции печени интактных крыс / О. Л. Тимчишин // Фармація України. Погляд у

майбутне : VII національний з’їзд фармацевтів України ; Харків, 15-17 вересня

2010 р. : матеріали. — Харків, 2010.— С. 134.

5. Кресюн В. Й. Вплив нової біологічно активної речовини медгерм на

функціональний стан печінки інтактних щурів / В. Й. Кресюн, В. В. Годован,

О. Л. Тимчишин, Л. А. Полукарова // 100 років Українському лікарському то-



112

вариству : ХІІІ Конгрес світової федерації Українських лікарських товариств,

30 вересня–03 жовтня 2010 р. : матер. — Львів-Київ-Чикаго, 2010. — С. 608.

6. Тимчишин О. Л. Вплив біологічно активної речовини медгерм на по-

казники обміну міді у інтактних щурів / О. Л. Тимчишин, В. В. Годован, Л. А.

Полукарова // Спортивна медицина, лікувальна фізкультура та валеологія −

2010 : ХV ювілейна міжнародна наук.-практ. конф. ; Одеса, 11-12 жовтня 2010

р. : матер. — Одеса, 2010. — С. 167.

7. Тимчишин О. Л. Нові підходи до оцінки функціонального стану печі-

нки методом лазерної кореляційної спектроскопії / О. Л. Тимчишин // Вісник

морської медицини. – 2011. − № 4 – С. 125 (Актуальні питання професійної па-

тології : наук.-практ. конф. ; Одеса, 1-2 грудня 2010 р. : матер).



113

РОЗДІЛ 5

ЕФЕКТИВНІСТЬ МЕДГЕРМУ НА ФОНІ ГОСТРОГО ТОКСИЧНОГО

ГЕПАТИТУ

Отримані результати досліджень, які наведені у розділах 3 і 4, перекон-

ливо вказують на те, що нова комплексна сполука германію, ОЕДФ з есенціа-

льним мікроелементом купрумом — купрум-оксіетиліденфосфонатогерманат,

має гепатотропні властивості. Тому наступною задачею роботи стало встанов-

лення ефективності даної сполуки при гострому галактозаміновому гепатиті.

Умови проведення експериментів наведено у підрозділі 2.5.

5.1. Вплив медгерму на активність маркерних ферментів печінки

на фоні галактозамінового гепатиту

У початковій серії даних досліджень необхідно було встановити вплив

курсового в/о введення медгерму різними дозами і режимами введення (профі-

лактично-курсовим, тобто за 7 діб до і протягом 7 діб після застосування гепа-

тотоксиканту, профілактичним, курсовим) на виживаність тварин в умовах мо-

делювання гострого токсичного гепатиту. Враховуючи результати попередніх

експериментів, для цього дослідження були обрані такі дози: 1/80, 1/160 і 1/320

ЛД50.

У контрольній групі тварин, яким вводили тільки галактозамін, спостері-

галась загибель 50 % тварин. У щурів, що вижили через 24 год, розвивався під-

тверджений як патоморфологічними, так і біохімічними дослідженнями гост-

рий гепатит. У тварин різко знижувалась рухова активність, зменшувалось

споживання води та їжі.

Курсове та профілактично-лікувальне в/о введення медгерму дозою 1/80

ЛД50 (0,79 мг/кг) підвищувало відсоток тварин, що вижили, в середньому до

81,6 %. При профілактичному введенні речовини цією дозою виживаність тва-

рин складала 63,7 %. Зменшення дози медгерму у 2 рази (1/160 ЛД50 – 0,40
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мг/кг) суттєво підвищувало виживаність тварин при усіх трьох схемах його за-

стосування. Проте найбільш ефективним виявилось профілактично-курсове

введення: виживаність щурів – 100 %. При застосуванні медгерму дозою 1/320

ЛД50 (0,20 мг/кг) різними схемами виживало в середньому 89,0 %. Таким чи-

ном, найбільш ефективним було профілактично-лікувальне застосування мед-

герму дозою 1/160 ЛД50 (0,4 мг/кг). Тому цей алгоритм введення БАР був вико-

ристаний для подальшого дослідження її гепатозахисної активності.

У наступній серії експерименту проводили оцінку впливу медгерму на

функціональний стан печінки при гострому галактозаміновому гепатиті за оці-

нкою динаміки активності ферментів цитолізу і холестазу СК і ТП (табл. 5.1,

рис. 5.1). При гострому токсичному гепатиті, який не лікувався (ІІ група), на 1-

у добу після введення гепатоксиканту активність ферментів цитолізу СК

(АлАТ і АсАТ) була значно підвищеною і достовірно відрізнялася від активно-

сті аналогічних ферментів у щурів І (контрольної) групи (відповідно на 220,0 і

160,0 %, р<0,05) (див. табл. 5.1, рис. 5.1). Якщо тваринам за профілактично-

лікувальною схемою в/о вводили медгерм дозою 0,4 мг/кг (ІІІ група), то у них

також виявлено суттєве підвищення активності АлАТ і АсАТ у 1-у добу гепа-

титу, однак значно меншою мірою (відповідно на 43,5 і 34,5 %, р<0,05) (див.

табл. 5.1, рис. 5.1). Схожі дані було отримано і у щурів на фоні профілактично-

лікувального введення референс-препарату есенціале. Активність АсАТ і

АлАТ СК цих щурів у 1-у добу гепатиту підвищувалась відповідно на 51,0 і

35,0 %, р<0,05 (див. табл. 5.1, рис. 5.1). Подальша динаміка активності маркер-

них ферментів цитолізу СК була не однаковою у різних груп щурів. У неліко-

ваних щурів суттєве підвищення активності АлАТ і АсАТ (порівняно з анало-

гічними показниками тварин контрольної групи) зберігалося і на 12-ту добу

гепатиту. На фоні прийому медгерму у тварин ІІІ групи, починаючи з 5-ї доби

гепатиту, активність маркерних ферментів цитолізу не мала суттєвих відмінно-

стей від аналогічних показників у тварин контрольної групи. Аналогічно скла-

далася ситуація і у щурів, які отримували препарат порівняння (табл. 5.1).
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Таблиця 5.1

Активність ферментів цитолізу у сироватці крові та тканині печінки

щурів різних груп при галактозаміновому гепатиті (М±m, n=6)

Активність АлАТ Активність АсАТ
Група

тварин

Доба

гепатиту СК, мкат/л
ТП,

мкат/гтк
СК, мкат/л ТП, мкат/гтк

І група 1,75±0,05 57,00±2,80 2,39±0,04 156,01±7,80

1-ша 5,60±0,07* 12,10±0,61* 6,22±0,03* 42,90±2,10*

3-тя 5,25±0,04* 18,50±0,90* 6,11±0,03* 15,91±0,80*

5-та 4,87±0,03* 29,20±1,52* 4,69±0,02* 41,61±2,10*

7-ома 4,22±0,03* 37,00±1,83* 3,76±0,03* 99,62±5,01*

10-та 3,88±0,12* 40,00±1,65* 3,86±0,19* 100,15±5,16*

ІІ група

12-та 2,40±0,07* 35,00±0,71* 3,65±0,18* 110,81±3,32*

1-ша 2,64±0,07* 23,60±1,28* 3,22±0,03* 122,90±6,14*

3-тя 2,33±0,04* 40,90±2,00* 2,70±0,03* 128,20±6,44*

5-та 1,94±0,03 51,00±2,60* 2,42±0,02 149,90±7,52

7-ома 1,77±0,03 55,00±2,80 2,35±0,03 157,74±7,97

10-та 1,68±0,08 57,40±3,11 2,41±0,06 160,13±5,12

ІІІ група

12-та 1,78±0,09 55,30±2,86 2,38±0,05 158,21±5,22

1-ша 2,51±0,07* 24,50±1,24* 3,30±0,03* 127,80±6,43*

3-тя 2,44±0,04* 42,50±2,11* 3,02±0,03* 134,50±6,74*

5-та 1,84±0,03 53,30±2,70 2,30±0,02 157,40±7,91

7-ома 1,74±0,03 57,70±2,90 2,23±0,03 165,66±8,32

10-та 1,76±0,03 60,10±3,30 2,25±0,03 166,43±4,11

ІV група

12-та 1,69±0,07 58,50±3,20 2,3±0,03 164,81±8,24

Примітка: у табл. 5.1-5.9, рис. 5.1-5.3, 5.17 * - відмінності достовірні відносно

щурів І групи (р < 0,05)
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Рис. 5.1. Спрямованість і виразність зміни активності маркерних ферментів СК

і ТП у щурів на 1-у добу гострого галактозамінового гепатиту залежно

від типу терапії

На фоні гострого токсичного гепатиту у 1-у добу виявлено значне змен-

шення активності ферментів цитолізу в ТП щурів усіх дослідних груп. Так, на

1-у добу активність АлАТ і АсАТ відповідно у щурів ІІ групи зменшувалась на

78,8 і 72,5 %, ІІІ групи — на 58,6 і 21,2 % і у тварин ІV групи — на 57,0 і 18,1%

відносно контролю (р<0,05) (див. табл. 5.1, рис 5.1). Подальша динаміка актив-

ності ферментів цитолізу ТП була не однакова у різних груп дослідних щурів.
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У нелікованих щурів суттєве зменшення активності АлАТ і АсАТ (порівняно з

аналогічними показниками тварин контрольної групи) зберігалося і на 12-ту

добу гепатиту. На фоні прийому медгерму у тварин ІІІ групи, починаючи з 7-ї

(АлАТ) і 5-ї (АсАТ) доби гепатиту, активність маркерних ферментів цитолізу

вже не мала суттєвих відмінностей від контролю. У щурів, які отримували пре-

парат порівняння, відновлення активності цих ферментів відбувалася на 5-ту

добу гострого гепатиту (див. табл. 5.1).

Динаміка активності ферментів холестазу при гострому гепатиті на фоні

профілактично-лікувального введення медгерму мала такі особливості (див.

табл. 5.2, рис. 5.1). У тварин ІІ групи на 1-у добу після введення гепатоксикан-

ту активність ферментів холестазу СК (ГГТ і ЛФ) була значно підвищеною і

достовірно відрізнялася від показників щурів контрольної групи (відповідно на

170,6 і 90,2 %, р<0,05) (табл. 5.2, рис. 5.1). Якщо тваринам за профілактично-

лікувальною схемою в/о вводили медгерм дозою 0,4 мг/кг (ІІІ група), то у них

також виявлено суттєве підвищення активності ГГТ і ЛФ у 1-у добу гепатиту,

однак значно меншою мірою (відповідно на 52,8 і 47,2 %, р<0,05) (див. табл.

5.1, рис. 5.1). Схожі дані було отримано і у щурів на фоні введення есенціале.

Активність ГГТ і ЛФ СК цих щурів у 1-у добу гепатиту підвищувалась відпо-

відно на 62,6 і 39,7 %, р<0,05 (див. табл. 5.1, рис. 5.1). Подальша динаміка ак-

тивності маркерних ферментів цитолізу СК була не однакова у різних груп до-

слідних щурів. У нелікованих щурів суттєве підвищення активності ГГТ і ЛФ

(у порівнянні з контролем) зберігалося і на 12-ту добу гепатиту.

На фоні прийому медгерму у тварин ІІІ групи, починаючи з 5-ї доби ге-

патиту, активність маркерних ферментів холестазу не мала суттєвих відміннос-

тей від показників контрольної групи. У щурів, які отримували референс-

препарат, активність ГГТ і ЛФ СК була відновлена тільки на 7-му добу (див.

табл. 5.2).

На фоні гострого токсичного гепатиту виявлено значне підвищення ГГТ і

ЛФ ТП щурів в усіх дослідних груп. Так, на 1-шу добу активність ГГТ і ЛФ ві-

дповідно у щурів ІІ групи підвищувалась на 396,3 і 149,3 %, ІІІ групи — на 61,7
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і 66,8 %, ІV групи — на 39,1 і 58,1 % відносно контролю (р<0,05) (див. табл.

5.2, рис 5.1).

Таблиця 5.2

Активність ферментів холестазу у сироватці крові та у тканині печінки

щурів різних груп при галактозаміновому гепатиті (М±m, n=6)

Активність ГГТ Активність ЛФГрупа

тварин

Доба

гепатиту СК, мкат/л ТП, мкат/гтк СК, мкат/л ТП,мкат/гтк

I група (контроль) 0,17±0,01 4,01±0,20 17,53±0,88 1,26±0,06

1-ша 0,45±0,01* 19,88±0,99* 33,35±1,29* 3,13±0,16*

3-тя 0,48±0,02* 16,03±0,80* 43,87±1,15* 2,49±0,12*

5-та 0,37±0,03* 14,31±0,72* 34,74±0,98* 2,04±0,10*

7-ома 0,30±0,02* 11,00±0,55* 23,79±1,11* 1,95±0,10*

10-та 0,27±0,01* 10,40±0,52* 22,41±1,12* 1,84±0,09*

II група

12-та 0,22±0,01* 9,30±0,47* 20,78±1,04* 1,47±0,07*

1-ша 0,25±0,01* 6,48±0,32* 25,81±1,29* 2,09±0,10*

3-тя 0,18±0,02* 5,11±0,26* 23,05±1,15* 1,69±0,08*

5-та 0,17±0,03 4,42±0,22 18,50±0,98 1,26±0,06

7-ома 0,18±0,02 3,99±0,20 18,51±1,11 1,27±0,06

10-та 0,17±0,01 4,05±0,20 17,20±0,86 1,22±0,06

III група

12-та 0,16±0,01 4,14±0,21 18,45±0,92 1,24±0,06

1-ша 0,27±0,01* 5,57±0,28* 24,48±1,29* 1,99±0,10*

3-тя 0,25±0,02* 5,34±0,27* 21,65±1,15* 1,77±0,09*

5-та 0,21±0,03* 4,97±0,25* 20,08±0,98* 1,50±0,07*

7-ома 0,17±0,02 4,59±0,23* 17,58±1,11 1,21±0,06

10-та 0,16±0,01 4,22±0,21 16,98±0,85 1,22±0,06

IV група

12-та 0,18±0,01 4,12±0,21 17,01±0,85 1,25±0,06

Подальша динаміка активності маркерних ферментів холестазу ТП була

не однакова у різних груп дослідних щурів. У нелікованих тварин суттєве зме-

ншення активності ГГТ і ЛФ (порівняно з аналогічними показниками контро-
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льної групи) зберігалося і на 12-ту добу гепатиту. На фоні прийому медгерму,

починаючи з 5-ої доби гепатиту, активність маркерних ферментів холестазу

вже не мала суттєвих відмінностей від контролю. У щурів, які отримували есе-

нціале, нормалізація активності ГГТ відбувалася на 10-ту, а ЛФ – на 7-му добу

розвитку гепатиту (див. табл. 5.2).

Результати дослідження, які наведені у даному підрозділі, свідчать, що

медгерм здійснював значний вплив на виразність і перебіг гострого галактоза-

мінового гепатиту. За показниками виживаності тварин при гепатиті найбільш

ефективним було профілактично-лікувальне застосування нової БАР медгерму

дозою 0,4 мг/кг, що в подальшому використано як алгоритм введення медгерму

для вивчення гепатопротекторної активності.

Профілактично-лікувальне введення медгерму достовірно підвищувало

стійкість щурів до гепатотоксиканту, про що свідчать менш виразні зміни ак-

тивності маркерних ферментів цитолізу і холестазу на 1-у добу гострого галак-

тозамінового гепатиту як у сироватці крові, так і тканині печінки щурів. Крім

того, застосування медгерму суттєво зменшувало тяжкість перебігу гострого

ураження печінки і строки відновного періоду. За виразністю гепатопротектор-

ної активності нова БАР не поступалась препарату порівняння есенціале, а за

деякими досліджуваними показниками навіть його перевершувала.

Результати дослідження свідчать про значні гепатопротекторні властиво-

сті медгерму і диктують доцільність подальшого поглибленого вивчення куп-

рум-оксіетилідендифоснатогерманату як нової перспективної гепатопротекто-

рної біологічно активної речовини.

5.2. Корекція медгермом інтегральних показників функції печінки при

токсичному гепатиті

При профілактично-лікувальному застосуванні в/о медгерму зміни вмісту

інтегральних біохімічних показників функціонального стану печінки як у СК,

так і ТП щурів були менш виразними, ніж у щурів при нелікованому гепатиті
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(табл. 5.3-5.4, рис. 5.2). Так, у тварин ІІ групи вміст загального білка у СК на 1-

у добу розвитку гепатиту достовірно зменшувався відносно контролю на

62,96% (див. табл. 5.3, рис. 5.2).

Таблиця 5.3

Вміст загального білку та сечовини у сироватці крові та тканині печінки

щурів різних груп при галактозаміновому гепатиті (М±m, n=6)

Вміст загального білку Вміст сечовини
Група

тварин

Доба

гепатиту
СК,

г/л

ТП,

 г/гтк

СК,

ммоль/л

ТП,

ммоль/гтк

І група (контроль) 65,38±4,58 17,03±1,53 9,43±0,57 0,67±0,03

1-ша 24,22±1,56* 6,29±0,31* 6,29±0,31* 0,16±0,01*

3-тя 18,57±2,49* 4,88±0,35* 4,88±0,35* 0,14±0,02*

5-та 31,53±3,06* 5,92±0,46* 5,92±0,46* 0,23±0,03*

7-ома 41,25±3,45* 7,00±0,48* 7,00±0,48* 0,35±0,03*

10-та 44,52±1,11* 7,92±0,20* 7,92±0,20* 0,47±0,02*

ІІ група

12-та 51,93±1,30* 8,66±0,22* 8,66±0,22* 0,51±0,02*

1-ша 31,13±1,56* 6,29±0,31* 6,29±0,31* 0,22±0,01*

3-тя 49,81±2,49* 6,92±0,35* 6,92±0,35* 0,37±0,02*

5-та 61,17±3,06 9,13±0,46 9,13±0,46 0,61±0,03

7-ома 68,96±3,45 9,58±0,48 9,58±0,48 0,62±0,03

10-та 65,41±1,64 9,71±0,24 9,71±0,24 0,69±0,03

ІІІ група

12-та 64,92±1,62 9,69±0,24 9,69±0,24 0,66±0,03

1-ша 42,65±1,56* 6,07±0,31* 6,07±0,31* 0,44±0,01*

3-тя 47,32±2,49* 7,51±0,35* 7,51±0,35* 0,52±0,02*

5-та 51,21±3,06* 7,73±0,46* 7,73±0,46* 0,58±0,03*

7-ома 65,24±3,45 9,11±0,48 9,11±0,48 0,70±0,03

10-та 64,28±1,61 9,34±0,23 9,34±0,23 0,65±0,03

ІV група

12-та 65,47±1,64 9,45±0,24 9,45±0,24 0,68±0,03
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Рис. 5.2. Спрямованість і виразність зміни інтегральних біохімічних показників

функції печінки в СК і ТП у щурів на 1-у добу галактозамінового гепа-

титу залежно від типу терапії (всі показники достовірні відносно конт-

ролю)

У щурів, які одержували медгерм, зменшення цього показника у СК було

менш виразним (на 52,38 %) (див. табл. 5.3, рис. 5.1). Водночас у ТП щурів, які

не отримували лікування, вміст загального білка підвищувався на 160,8 %, а на
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фоні введення медгерму — тільки на 69,2 % (р<0,05). При застосуванні есенці-

але вміст загального білка у СК зменшувався на 34,8 %, а у ТП - підвищувався

69,2 % (р<0,05).

При подальшому спостереженні відновлення даного показника відміча-

лось у різні строки (див. табл. 5.3). У нелікованих щурів протягом всього пері-

оду спостерігалось достовірне відносно контролю (при р<0,05) зменшення вмі-

сту загального білка як у СК (на 20,6 %), та і значне підвищення його вмісту у

ТП (на 50,6 %). У щурів, яким вводили медгерм, вміст загального білка у СК

вже на 3-ю добу і у ТП на 5-у добу майже не відрізнявся від контролю (див.

табл. 5.3). У щурів, яким застосовувався референс-препарат, відновлення дос-

ліджуваного показника відбувалося пізніше - тільки на 7-му добу гепатиту.

Динаміка вмісту сечовини в СК і ТП щурів на фоні галактозамінового ге-

патиту залежно від БАР, яку отримували тварини, мала значні відмінності (див.

табл. 5.3, рис. 5.2).

У 1-у добу нелікованого гепатиту у СК і ТП щурів виявлено суттєве зме-

ншення вмісту сечовини відповідно на 33,3 і 76,9 % (див. табл. 5.3, рис. 5.2).

При застосуванні медгерму вміст сечовини також суттєво зменшувався і у СК,

і у ТП, відповідно на 33,3 і 66,7 % (при р<0,05). При введенні есенціале вміст

сечовини у СК і ТП зменшувався відповідно на 35,7 і 34,6 % відносно контро-

лю (р<0,05). Одночасно у тварин ІV групи вміст сечовини у СК і ТП також до-

стовірно відносно контролю зменшувався (відповідно на 35,7 і 66,7 %).

Подальше спостереження показало, що у тварин з нелікованим гепатитом

відновлення даного показника було більш повільним, ніж у щурів, які отриму-

вали медгерм і есенціале. У нелікованих тварин протягом усього періоду вміст

сечовини у СК був достовірно зменшеним, а у ТП підвищеним порівняно з ко-

нтролем (див. табл. 5.3). При введенні щурам медгерму вже на 5-ю добу гепа-

титу вміст сечовини у СК і на 7-ту добу у ТП суттєво не відрізнявся від конт-

ролю. Подібна картина змін вмісту сечовини у СК і ТП спостерігалася при за-

стосуванні есенціале, однак нормалізація цього показника відбулася і у СК і у

ТП тільки на 7-у добу.
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На фоні гострого гепатиту відмічалося суттєве збільшення вмісту загаль-

ного білірубіну у СК і ТП щурів (табл. 5.4, див. рис. 5.2).

Таблиця 5.4

Вміст загального білірубіну, загального холестерину та глюкози у сироватці

крові та у тканині печінки щурів різних груп при галактозаміновому гепатиті

(М±m, n=6)

Вміст загального

білірубіну

Вміст загального

холестерину
Вміст глюкозиГрупа

тва-

рин

Доба

гепа-

титу
СК,

мкмоль/л

ТП,

мкмоль/гтк

СК,

мкмоль/л

ТП,

мкмоль/гтк

СК,

ммоль/л

ТП,

ммоль/гтк

І група 1,22±0,10 15,95±0,77 3,01±0,30 0,27±0,02 5,48±0,33 4,82±0,24

1-ша 5,13±0,17* 71,93±2,31* 8,14±0,26* 0,07±0,01* 2,61±0,23* 1,95±0,19*

3-тя 4,90±0,12* 81,39±1,54* 9,34±0,24* 0,05±0,01* 1,87±0,25* 2,14±0,20*

5-та 4,29±0,07* 67,03±1,40* 8,47±0,16* 0,09±0,01* 2,57±0,29* 2,59±0,23*

7-ома 2,95±0,06* 45,92±0,90* 5,05±0,15* 0,12±0,01* 3,40±0,27* 3,41±0,24*

10-та 1,96±0,05* 32,84±1,31* 4,27±0,11* 0,18±0,01* 4,32±0,11* 3,75±0,15*

ІІ

група

12-та 1,53±0,04* 28,55±1,14* 3,25±0,08 0,22±0,01 5,11±0,13 4,01±0,16*

1-ша 3,46±0,17* 38,54±2,31* 5,29±0,26* 0,16±0,01* 4,57±0,23* 3,71±0,19*

3-тя 2,31±0,12* 25,69±1,54* 4,81±0,24* 0,14±0,01* 5,23±0,25 4,08±0,20*

5-та 1,47±0,07* 23,35±1,40* 3,21±0,16 0,17±0,01* 5,78±0,29 4,69±0,23

7-ома 1,24±0,06 14,97±0,90 2,91±0,15 0,22±0,01* 5,40±0,27 4,89±0,24

10-та 1,21±0,03 15,01±0,60 3,00±0,08 0,26±0,01 5,39±0,13 4,85±0,19

ІІІ

група

12-та 1,24±0,03 16,08±0,64 3,08±0,08 0,27±0,01 5,42±0,14 4,79±0,19

1-ша 3,28±0,17* 40,36±2,31* 4,40±0,26* 0,18±0,01* 3,24±0,23* 2,93±0,19*

3-тя 3,41±0,12* 26,91±1,54* 3,65±0,24* 0,19±0,01* 4,22±0,25* 3,80±0,20*

5-та 1,91±0,07* 24,46±1,40* 3,03±0,16 0,24±0,01* 5,05±0,29 3,96±0,23*

7-ома 1,66±0,06* 19,99±0,90* 3,06±0,15 0,28±0,01 5,13±0,27 4,75±0,24

10-та 1,54±0,04* 17,52±0,70 2,98±0,07 0,25±0,01 4,35±0,11 4,79±0,19

ІV

група

12-та 1,27±0,03 16,94±0,68 3,05±0,08 0,27±0,01 5,23±0,13 4,83±0,19

Особливо значним підвищення рівня загального білірубіну було на 1-у

добу. Так, вміст загального білірубіну у СК і ТП достовірно щодо контролю

(р<0,05) підвищувався у тварин ІІ групи відповідно на 320,7 і 351,0 %, ІІІ групи
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— на 183,8 і 141,6 %, ІV групи — на 168,9 і 153,1 % (див. табл. 5.4, рис. 5.2). У

подальшому спостерігалося зменшення досліджуваного показника. Вміст зага-

льного білірубіну в СК і в ТП відновлювався у тварин, які одержували мед-

герм, на 7-му добу. У нелікованих тварин протягом всього періоду спостере-

ження вміст загального білірубіну у СК і ТП був достовірно підвищений. У

щурів ІV групи вміст загального білірубіну у СК нормалізувався тільки на 12-у

добу, у ТП - на 10-у (див. табл. 5.4).

На 1-шу добу гострого галактозмінового гепатиту у всіх щурів дослідних

груп в СК виявлено значне підвищення, а у ТП значне зменшення вмісту зага-

льного холестерину (див. табл. 5.4, рис. 5.2). У тварин ІІ групи підвищення вмі-

сту загального холестерину у СК (на 170,6 %) і зменшення його вмісту в ТП

(на 72,7 %) достовірно відрізнялося від аналогічного показника у контрольної

групи. При застосуванні медгерму динаміка вмісту загального холестерину ма-

ла аналогічну спрямованість, але підвищення вмісту загального холестерину у

СК (на 75,7 %) і зменшення його вмісту у ТП (на 41,2 %) було менш виразним,

ніж у нелікованих тварин, хоча і відрізнялося від контролю. У тварин, яким

вводили есенціале, вміст загального холестерину у СК достовірно підвищував-

ся на 46,3 %, а у ТП достовірно зменшувався на 33,2 %.

При нелікованому гепатиті вміст загального холестерину у СК і ТП до

12-ї доби був відповідно достовірно вищим і нижчим, ніж у тварин контрольної

групи (див. табл. 5.4, рис. 5.2). У тварин ІІІ групи вміст загального холестерину

у СК на 5-у добу, а у ТП на 10-у добу не відрізнявся від рівня аналогічного по-

казника контрольної групи. У щурів, які на фоні гепатиту отримували есенціа-

ле, відновлення вмісту загального холестерину відбулося у СК на 5-ту добу, а у

ТП на 7-му добу.

Найбільш виразне зниження рівня глюкози у СК і ТП (відповідно на 52,4

і 59,6 %) порівняно з контрольною групою спостерігалося у щурів, які на фоні

гострого галактозамінового гепатиту не отримували лікування (див. табл. 5.4,

рис. 5.2). У тварин, які на фоні гепатиту отримували медгерм, також виявлено

достовірне зниження рівня глюкози у СУ і ТП відповідно на 16,7 і 23,1 %. При
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застосуванні есенціале виявлено більш суттєве зниження рівня глюкози у СК і

ТП, ніж під впливом медгерму – відповідно на 40,8 і на 39,2 %.

Динаміка відновлення вмісту глюкози в СК і ТП дослідних тварин на фо-

ні гострого галактозамінового гепатиту мала деякі особливості залежно від то-

го, яке лікування одержували тварини (див. табл. 5.4, рис. 5.2). Якщо тварини

не отримували ні медгерм, ні есенціале, відновлення вмісту глюкози у СК від-

бувалося тільки на 12-у добу, а у ТП суттєве зменшення вмісту глюкози (порі-

вняно з контролем) виявлено протягом усього спостереження. Водночас, при

застосуванні медгерму вміст глюкози у СК вже на 3-ю добу, а у ТП на 5-добу

не відрізнявся від контролю. При застосуванні есенціале нормалізація рівня

глюкози у СК відбувалася на 5-у добу, а у СК на 7-у добу.

Таким чином, отримані результати дослідження при гострому токсично-

му гепатиті показників, які інтегрально характеризують функціональний стан

печінки, свідчать про значні гепатопротекторні властивості медгерму і дикту-

ють доцільність його подальшого поглибленого вивчення як нової перспектив-

ної гепатопротекторної БАР.

5.3. Вплив нової БАР на показники обміну купруму тварин

        при експериментальному гепатиті

За результатами вивчення вмісту купруму та церулоплазміну у СК та ТП

щурів встановлено, що при профілактично-лікувальному введенні медгерму

динаміка змін цих показників відрізнялася від таких у тварин, які при галакто-

заміновому гепатиті не лікувались, чи отримували есенціале. Встановлено, що

введення галактозаміну супроводжується значними змінами вмісту як купруму,

так і церулоплазміну у СК і ТП (табл. 5.5, рис. 5.3). Якщо у нелікованих тварин

вміст купруму у СК на 1-у добу гепатиту достовірно збільшувався відносно

контролю на 253,6 %, то у щурів, які одержували медгерм, підвищення цього

показника хоча і суттєво відрізнялося від контролю, але було менш виразним

(на 168,1 %) (див. табл. 5.5, рис. 5.3). Водночас у ТП щурів ІІ групи вміст куп-
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руму підвищувався на 203,6 %, а у тварин ІІІ групи — тільки на 57,2 %

(р<0,05). При застосуванні есенціале вміст купруму у СК на 1-у добу підвищу-

вався на 40,1 %, а у ТП зменшувався 28,10 % (р<0,05).

Таблиця 5.5

Вміст купруму та церулоплазміну у сироватці крові та у тканині печінки щурів

різних груп при галактозаміновому гепатиті (М±m, n=6)

Вміст купруму Вміст церулоплазміну

Група

тварин

Доба

гепа-

титу
СК, мкмоль/л ТП, мкмоль/гтк СК, мг/л ТП, мг/гтк

     І група 105,65±7,63 61,31±5,80 1135,75±116,07 0,24±0,03

1-ша 373,58±12,29* 186,14±6,12* 3049,15±241,55* 0,62±0,05*

3-тя 317,54±30,87* 165,70±11,12* 2585,88±291,43* 0,51±0,06*

5-та 256,27±8,12* 138,30±4,38* 2254,92±147,07* 0,48±0,03*

7-ома 216,26±15,88* 107,75±7,91* 1629,12±137,53* 0,38±0,03*

10-та 194,35±7,77* 84,20±4,21* 1454,29±72,71* 0,35±0,01*

ІІ група

12-та 169,43±6,78* 79,50±3,98* 1215,51±60,78 0,28±0,01*

1-ша 283,20±14,16* 96,40±4,80* 1171,04±83,19 0,23±0,01

3-тя 162,63±22,39* 61,14±3,12 1520,75±162,64* 0,31±0,01*

5-та 150,20±14,30* 63,97±4,66 1217,56±128,52 0,36±0,07*

7-ома 113,00±4,92 66,80±2,82 1044,49±18,91 0,32±0,02*

10-та 109,21±2,73 62,40±1,87 1105,28±36,47 0,25±0,01

ІІІ група

12-та 103,28±2,58 59,11±1,77 1143,21±37,73 0,23±0,01

1-ша 148,00±7,60* 44,08±5,80* 721,88±109,00* 0,41±0,05*

3-тя 195,40±8,40* 51,25±,20* 577,50±82,60* 0,46±0,06*

5-та 187,90±4,13* 50,52±2,53* 1780,63±108,62* 0,33±0,01*

7-ома 184,00±6,30* 47,82±6,80 1203,13±161,22 0,13±0,02*

10-та 169,34±3,73* 55,28±2,21 1108,94±67,65 0,25±0,01

ІV група

12-та 121,55±2,67* 60,34±2,41 1142,27±69,68 0,23±0,01
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Рис. 5.3. Спрямованість і виразність зміни вмісту купруму та церулоплазміну в

СК і ТП у щурів на 1-у добу галактозамінового гепатиту залежно від

типу терапії

При подальшому спостереженні відновлення вмісту купруму у СК та ТП

відбувалося у різні строки. У щурів, яким вводили медгерм, вміст купруму у

СК відновлювався на 7-у добу, а у ТП вже на 3-ю добу (див. табл. 5.5). При не-

лікованому гепатиті вміст купруму як у СК, так і ТП протягом всього терміну

спостереження суттєво і достовірно відрізнявся від такого у щурів контрольної

групи. У тварин, які отримували референс-препарат, вміст купруму в СК на 3-
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ю добу продовжував збільшуватися (на 84,95 %) і навіть на 12-ту добу цей по-

казник у СК залишався підвищеним на 15,05 %. У ТП відновлення вмісту куп-

руму відбувалося на 7-у добу.

Вміст церулоплазміну в СК та ТП на фоні токсичного галактозамінового

гепатиту також зазнав значних змін (табл. 5.5, рис 5.3). У тварин ІІ групи на 1-у

добу відмічено достовірний ріст вмісту церулоплазміну у СК і ТП відносно ко-

нтролю (на 168,5 і 158,3 % відповідно). Починаючи з 3-ї доби, у тварин цієї

групи відмічено позитивну динаміку вмісту церулоплазміну як у СК, так і ТП.

Надалі у СК нелікованих тварин вміст церулоплазміну тільки на 12-у добу роз-

витку гепатиту наблизився до контрольних значень, а у ТП протягом всього

терміну спостереження відбувалося значне і достовірне його підвищення.

У тварин, які одержували медгерм, на 1-у добу гострого галактозаміно-

вого гепатиту рівень вмісту церулоплазміну у СК і ТП суттєво не відрізнявся

від контролю (див. табл. 5.5, рис. 5.3). Проте на 3-ю добу рівень церулоплазмі-

ну у СК і ТП достовірно (р<0,05) підвищувався відповідно на 33,9 і 29,2 %. У

подальшому спостерігалося зменшення рівня церулоплазміну у СК і на 5-ту

добу його вміст не відрізнявся від контролю. У ТП до 5-ї доби спостерігалося

підвищення вмісту церулоплазміну, а з 7-ї доби його вміст почав знижуватися і

на 10-ту добу вміст церулоплазміну у ТП не відрізнявся від контролю.

У щурів, які одержували есенціале, вміст церулоплазміну у СК на 1-у до-

бу значно зменшувався (на 36,4 %), а у ТП суттєво підвищувався (на 70,8 %).

На 3-ю добу у тварин цієї групи рівень церулоплазміну у СК продовжував зме-

ншуватися, а у ТП підвищуватися. На 7-му добу у СК рівень церулоплазміну

був у межах референтних значень, а у ТП нормалізація цього показника наста-

ла тільки на 10-у добу (див. табл. 5.5, рис. 5.3).

Таким чином, на фоні профілактично-курсового застосування медгерму

виявлено менш значні зміни вмісту купруму і церулоплазміну в сироватці крові

та тканині печінки, ніж у тварин при нелікованому гепатиті та щурів, які одер-

жували препарат порівняння. Строки відновлення вмісту купруму і церулопла-

зміну при застосуванні медгерму були меншими, ніж при довільному перебігу
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гострого токсичного гепатиту і при застосуванні есенціале. Підвищення рівня

толерантності щурів до гепатотоксиканту та більш сприятливий перебіг гост-

рого галактозамінового гепатиту при застосуванні медгерму є переконливими

ознаками його гепатопротекторних властивостей.

5.4. Морфологічна картина печінки щурів при введенні медгерму на фоні

галактозамінового гепатиту

Результати патоморфологічного дослідження підтвердили розвиток гост-

рого галактозамінового гепатиту у щурів. На 1-шу добу гострого токсичного

галактозамінового гепатиту у печінці визначалася часточкова будова. Водно-

час, спостерігалися повнокров'я центральних вен, розширення міжбалочних

синусоїдів, набряк строми. У гепатоцитах чітко видно дистрофічні зміни у ви-

гляді дифузної гідропічної (балонної) дистрофії та одиничних осередків некро-

зу. У портальних трактах спостерігалися осередки лімфоцитарно-

макрофагальної інфільтрації з розширенням портальних полів. Глибчасті PAS-

позитивні речовини у цитоплазмі гепатоцитів практично відсутні, інтенсив-

ність забарвлення дифузно розташованих PAS-позитивних речовин значно

знижена. На 3-тю добу гепатиту у щурів цієї групи патологічні зміни зберіга-

лися і погіршувалися: центральні вени різко розширені, набряк строми став

більш виразним, портальні поля розширені, мала місце значна інфільтрація лі-

мфогістоцитарними елементами. Часточкова будова печінки зберігалася, однак

простежувалися ділянки з чіткою дискомплексацією печінкових балок і вакуо-

льною дистрофією гепатоцитів. У периферичних відділах часточок виявлялася

гідропічна і балонна дистрофія гепатоцитів. Балочна будова порушувалася в

окремих часточках з виразним поліморфізмом клітин. Глибчасті PAS-

позитивні речовини відсутні, у переважної більшості гепатоцитів спостерігало-

ся значне зменшення інтенсивності забарвлення дифузно розташованих PAS-

позитивних речовин. На 7-му добу гепатиту у щурів ІІ групи патологічні зміни

у тканині печінки значно менші: повнокров'я центральних вен зменшено, на-
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бряк строми з лімфогістоцитарною інфільтрацією менш виразний, дискомплек-

сація печінкових балок зустрічалася рідше, дистрофічні зміни хоча і мали міс-

це, однак менш виразні. У більшості часточок відновлювалася балочна будова.

У центральних і периферичних відділах часточок спостерігалася гідропічна і

місцями балонна дистрофія гепатоцитів. У цитоплазмі багатьох гепатоцитів

виявлялися глибчасті PAS-позитивні речовини, підвищувалася інтенсивність

забарвлення дифузно розташованих PAS-позитивних речовин. Таким чином,

введення галактозаміну супроводжувалося дистрофічними, некротичними і ди-

сциркуляторними змінами в печінці.

У щурів, що одержували медгерм (ІІІ група), на 1-шу добу гепатиту спо-

стерігалося збереження часточкової структури печінки (рис. 5.4). Грубих дис-

трофічних порушень виявлено не було. Однак в одиничних гепатоцитах, або

невеликих групах (осередкова) виявлено наявність гідропічної дистрофії (ба-

лонної), зон некрозу не було. Більше поширення мала білкова дистрофія гепа-

тоцитів (рис. 5.4). У щурів під впливом медгерму кількість глибчастих PAS-

позитивних речовин значно була знижена, і вони виявлялись лише в одинич-

них гепатоцитах. Інтенсивність фарбування дифузно розташованих PAS-

позитивних речовин була значно знижена по всьому протягу (рис. 5.5). Вже на

3-ю добу гепатиту у щурів, які одержували медгерм дозою, на відміну від тва-

рин, які не отримували лікування, виявлено виразну позитивну динаміку змін

морфології тканини печінки (рис. 5.6).

Зберігалась часточкова структура тканини печінки, зон некрозу не було,

повнокров'я судин було помірно виразне, набряк строми з вакуольною дистро-

фією був присутній в одиничних гепатоцитах. Дистрофічні зміни значно змен-

шились і тільки у невеликих групах залишалася помірно виразна осередкова

білкова дистрофія гепатоцитів (рис. 5.6). Глибчасті PAS-позитивні речовини

розташовувалися маргінально в гепатоцитах переважно периферичних відділів

часточок. Помічено осередкове, нерівномірне зниження інтенсивності забарв-

лення дифузно розташованих PAS-позитивних речовин (рис. 5.7).
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Рис. 5.4. Морфологічні зміни тканини печінки на 1-шу добу гострого галакто-

замінового гепатиту при введенні медгерму (забарвл. за гематоксилі-

ном та еозином, ок. х10, об. х20)

Рис. 5.5. Морфологічні зміни тканини печінки на 1-шу добу галактозамінового

гепатиту на фоні медгерму (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок.х10, 40)
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Рис. 5.6. Морфологічні зміни тканини печінки на 3-ю добу гепатиту на фоні

медгерму (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х40)

На 7-му добу гепатиту у щурів, які одержували медгерм на фоні гострого

галактозамінового гепатиту, морфологічні зміни тканини печінки майже не ві-

дрізнялись від контрольної групи. Із особливостей слід відмітити те, що мала

місце помірно виразна осередкова білкова дистрофія одиничних гепатоцитів,

незначне повнокров'я в окремих печінкових часточках. Лімфоцитарно-

макрофагальна інфільтрація портальних трактів виражена помірно (рис. 5.8).

PAS-позитивні речовини у щурів ІІІ групи на 7-му добу гострого галак-

тозамінового гепатиту спостерігалися у вигляді інтенсивно забарвлених гли-

бок, які виявлялися майже у всіх клітинах печінки. Водночас відмічалось знач-

не накопичення дифузно розташованих PAS-позитивних речовин в цитоплазмі

гепатоцитів (рис. 5.9).

У тварин, які одержували есенціале, патоморфологічні зміни тканини пе-

чінки були менш виразними, ніж у нелікованих щурів (рис. 5.10). На 1-шу добу

гепатиту при введенні референс-препарату, на фоні збереженої часточкової

структури тканини печінки, спостерігалися помірне повнокров'я центральних

вен і незначне розширення міжбалочних синусоїдів. Крім того, у гепатоцитах
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Рис. 5.7. Морфологічні зміни тканини печінки на 3-тю добу гепатиту на фоні

введення медгерму (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, х40)

Рис. 5.8. Морфологічні зміни тканини печінки на 7-му добу гепатиту на фоні

профілактично-лікувального введення медгерму (забарвл. за гематок-

силіном та еозином, ок. х10, об. х20)



134

Рис. 5.9. Морфологічні зміни тканини печінки на 7-му добу гострого галакто-

замінового гепатиту на фоні профілактично-лікувального введення

медгерму (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, х40)

Рис. 5.10. Морфологічні зміни тканини печінки щурів у 1-шу добу гепатиту на

фоні профілактично-лікувального введення есенціале дозою 5 мг/кг

(забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10, об. х20)
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спостерігалися помірні дистрофічні порушення у вигляді незначної гідропічної

дистрофії і поодиноких зон некрозу. У портальних трактах спостерігалися оди-

ничні осередки лімфоцитарно-макрофагальної інфільтрації (рис. 5.10).

На 1-у добу галактозамінового гепатиту глибчасті PAS-позитивні речо-

вини у цитоплазмі гепатоцитів щурів, які на фоні гострого галактозамінового

гепатиту отримували есенціале, відсутні, однак інтенсивність забарвлення ди-

фузно розташованих PAS-позитивних речовин значно знижена (рис. 5.11).

На 3-тю добу гепатиту у тварин, що одержували референс-препарат, на

фоні збереженої часточкової структури тканини печінки, спостерігалися помі-

рне повнокров'я центральних вен, у одиничних гепатоцитах незначні дистрофі-

чні порушення у вигляді гідропічної дистрофії, зон некрозу немає. Осередки

лімфоцитарно-макрофагальної інфільтрації були одиничними (рис. 5.12). Хоча

кількість глибчастих PAS-позитивних речовин і була знижена на 3-тю добу,

вони виявлялись частіше, ніж на 1-шу добу гепатиту. Інтенсивність фарбуван-

ня дифузно розташованих PAS-позитивних речовин була все ж таки значно

знижена по всьому протягу (рис. 5.13).

У тварин, що одержували на фоні гострого галактозамінового гепатиту

есенціале, на 7-му добу гепатиту на фоні нормальної гістологічної структури

тканини печінки (рис. 5.14) виявлено значні порушення у накопиченні PAS-

позитивних речовин (рис. 5.15). Глибчасті PAS-позитивні речовини виявлялися

у цитоплазмі одиничних гепатоцитів. Крім того, у переважної більшості гепа-

тоцитів спостерігалося значне зменшення інтенсивності фарбування дифузно

розташованих PAS-позитивних речовин по всьому протягу (рис. 5.15).

Таким чином, профілактично-лікувальне застосування медгерму на фоні

галактозамінового гепатиту супроводжувалося значним зменшенням патомор-

фологічних та патогістохімічних змін у тканині печінки. На це вказувало зме-

ншення характерних для гострого галактозамінового гепатиту дистрофічних та

дисциркуляторних змін в ТП. Причому, за виразністю змін і строками
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Рис. 5.11. Морфологічні зміни тканини печінки щурів у 1-шу добу гепатиту

при введенні есенціале (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, об. х40)

Рис. 5.12. Морфологічні зміни тканини печінки щурів у 3-ю добу гепатиту при

введенні есенціале (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок. х10,

об. х20)
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Рис. 5.13. Морфологічні зміни тканини печінки щурів у 3-ю добу гепатиту при

введенні есенціале (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, об. х40)

Рис. 5.14. Морфологічні зміни тканини печінки щурів у 7-у добу гепатиту на

фоні введення есенціале (забарвл. за гематоксиліном та еозином, ок.

х10, об. х20).
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Рис. 5.15. Морфологічні зміни тканини печінки щурів у 7-му добу гепатиту на

тлі введення есенціале (забарвл. за А.Л. Шабадашем, ок. х10, об. х40)

відновлення морфологічної картини печінки медгерм перевищував референс-

препарат. Крім того, строки відновлення гістологічної структури печінки при

застосуванні медгерму були меншими, ніж при довільному перебігу гострого

токсичного гепатиту і застосуванні референс-препарату.

5.5. Зміни ЛК-спектрів сироватки крові та гомогенату печінки тварин

при галактозаміновому гепатиті та його корекції медгермом

Дослідження методом ЛКС-метрії СК і гомогенату ТП щурів дослідних

груп виявило цікаві особливості змін ЛК-спектрів як при нелікованому гостро-

му токсичному гепатиті, так і на фоні профілактично-лікувального введення

медгерму і референс-препарату.

При ЛКС-дослідженні СК на 1-у добу гепатиту у тварин усіх дослідних

груп виявлено значне збільшення внеску в світлорозсіювання часток надвели-

комолекулярних розмірів (більше 264 нм) (табл. 5.6).
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Таблиця 5.6

Внесок часток різних розмірів в ЛК-спектри сироватуи крові тварин

при гострому токсичному гепатиті (М±m, n=6)

Внесок у світлорозсіювання часток СК різних розмірів (у %)
Доба

гепатиту
І ДЗ

(0-11 нм)

ІІ ДЗ

(12-38 нм)

ІІІ ДЗ

(39-95 нм)

IV ДЗ

(96-264 нм)

V ДЗ

(> 264 нм)

І група

- 1,77±0,09 15,62±0,78 48,08±2,40 20,38±1,02 14,15±0,71

ІІ група

1-ша 0,00 2,20±0,11* 16,08±0,80* 13,50±0,68* 68,22±3,41*

3-тя 0,00 0,21±0,01* 10,66±0,53* 4,85±0,24* 84,28±4,21*

5-та 0,00 1,21±0,06* 13,37±0,67* 9,18±0,46* 76,25±3,81*

7-ма 0,00 2,80±0,14* 20,30±1,02* 8,45±0,42* 68,45±3,42*

12-та 1,12±0,06 10,70±0,54* 25,40±1,27* 12,22±0,61* 50,56±2,53*

ІІІ група

1-ша 0,00 1,32±0,07* 31,68±1,58* 13,28±0,66* 53,72±2,69*

3-тя 0,09±0,00 7,38±0,37* 31,48±1,57* 17,68±0,88* 43,37±2,17*

5-та 0,92±0,05 11,75±0,59* 40,55±2,03* 18,72±0,94 28,06±1,40*

7-ма 1,87±0,09 15,68±0,78 46,94±2,35 21,65±1,08 13,86±0,69

12-та 1,57±0,08 15,21±0,76 48,54±2,43 20,56±1,03 14,12±0,71

ІV група

1-ша 0,00 1,76±0,09* 23,88±1,19* 13,39±0,67* 60,97±3,05*

3-тя 0,09±0,00 5,24±0,26* 30,10±1,51* 12,28±0,61* 52,29±2,61*

5-та 0,68±0,03 7,81±0,39* 32,55±1,63* 15,11±0,76* 43,85±2,19*

7-ма 1,10±0,06 10,60±0,53* 43,10±2,16 18,30±0,92 26,90±1,35*

12-та 1,68±0,08 12,53±0,63* 46,28±2,31 21,53±1,08 17,98±0,90

Однак незважаючи на односпрямованість змін у ЛК-спектрах, їх вираз-

ність була найбільшою у тварин ІІ групи і найменшою у ІІІ групі (відповідно
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на 328,1 і 279,7 % відносно контролю, р<0,05). Такі зміни відбувалися за раху-

нок значного і статистично достовірного зменшення внеску часток СК інших

розмірів (див. табл. 5.6).

Крім того, привертає увагу динаміка відновлення характеру ЛК-спектрів

СК у тварин різних груп. У тварин ІІ групи на 3-ю добу патологічні зміни на-

ростали і навіть на 12-у добу захворювання характер ЛК-спектру СК достовір-

но відрізнявся від контролю. У тварин ІІІ групи вже на 3-ю добу виявлено по-

зитивну динаміку, яка виражалася у значному зменшенні внеску в світлорозсі-

ювання часток V ДЗ за рахунок збільшення внеску у світлорозсіювання часток

інших ДЗ. На 5-ту добу гострого галактозамінового гепатиту на фоні профілак-

тично-лікувального введення медгерму дозою 0,4 мг/кг ЛК-спектри СК набли-

жалися до контролю.

У тварин IV групи на 3-ю добу також виявлено позитивну динаміку від-

новлення ЛК-спектрів СК, яка виражалася у значному зменшенню внеску в

світлорозсіювання часток V ДЗ за рахунок збільшенні внеску у світлорозсію-

вання часток інших ДЗ.

Проте до 12-ї доби гепатиту у щурів цієї групи відновлення ЛК-спектрів

СК до величин контролю виявлено не було. Зміни ЛК-спектрів СК тварин IV

групи продовжували достовірно відрізнятися від контролю за рахунок достові-

рного підвищення на 27,1 % внеску у світлорозсіювання часток надвеликомо-

лекулярних розмірів (більш 264 нм) і зменшення на 19,8 % внеску часток низь-

комолекулярних розмірів (від 12 до 38 нм).

При ЛКС-дослідженні ТП на 1-у добу розвитку гепатиту у тварин усіх

дослідних груп виявлено значне збільшення внеску в світлорозсіювання часток

великомолекулярних (від 96 до 264 нм) та надвеликомолекулярних розмірів

(більше 264 нм) (табл. 5.7). Це відбулося за рахунок помірного зменшення вне-

ску часток низькомолекулярного (від 12 до 38 нм) та середньомолекулярного

розмірів (від 39 до 95 нм).

Незважаючи на односпрямованість змін у ЛК-спектрах ТП тварин у 1-у

добу токсичного гепатиту, їх виразність була найбільшою у щурів ІІ групи
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Таблиця 5.7

Внесок часток різних розмірів в ЛК-спектри супернатанту гомогенату тканини

печінки тварин при гострому токсичному гепатиті (М±m, n=6)

Внесок у світлорозсіювання часток ТП різних розмірів (у %)
Доба

гепатиту
І ДЗ

(0-11 нм)

ІІ ДЗ

(12-38 нм)

ІІІ ДЗ

(39-95 нм)

IV ДЗ

(96-264 нм)

V ДЗ

(> 264 нм)

І група

- 0,00 48,40±2,42 48,57±2,43 1,90±0,10 1,13±0,06

ІІ група

1-ша 0,00 21,40±1,07* 25,60±1,28* 21,00±1,05* 32,00±1,60*

3-тя 26,82±1,34 16,55±0,83* 15,28±0,76* 10,13±0,51* 31,22±1,56*

5-та 32,75±1,64 20,41±1,02* 18,44±0,92* 7,52±0,38* 20,88±1,04*

7-ма 19,86±0,99 19,45±0,97* 20,16±1,01* 12,50±0,63* 28,03±1,40*

12-та 7,55±0,38 24,25±1,21* 31,40±1,57* 10,32±0,52* 26,48±1,32*

ІІІ група

1-ша 0,00 26,44±1,32* 30,67±1,53* 20,22±1,01* 22,67±1,13*

3-тя 7,23±0,36 31,35±1,57* 28,37±1,42* 18,23±0,91* 14,82±0,74*

5-та 1,25±0,06 40,25±2,01* 39,84±1,99* 10,21±0,51* 8,45±0,42*

7-ма 0,00 48,20±2,41 44,50±2,23 4,00±0,20* 3,30±0,17*

12-та 0,19±0,01 47,95±2,40 48,15±2,41 2,25±0,16 1,46±0,02

ІV група

1-ша 0,00 23,88±1,19* 25,70±1,28* 18,24±0,91* 32,20±1,61*

3-тя 2,53±0,13 22,74±1,14* 30,25±1,51* 12,10±0,61* 32,38±1,62*

5-та 1,73±0,09 31,55±1,58* 29,64±1,48* 16,62±0,83* 20,46±1,02*

7-ма 0,00 31,80±1,59* 31,30±1,57* 16,00±0,80* 21,00±1,05*

12-та 0,00 43,25±2,16 47,15±2,36 5,78±0,29* 3,82±0,19*

(ІІ ДЗ - зменшення у 2,3 рази, ІІІ ДЗ - зменшення у 1, 9 рази, IV ДЗ – підвищен-

ня у 11,1 рази, V ДЗ – підвищення в 28,3 рази). У тварин ІІІ групи патологічні
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зміни були найменшими (ІІ ДЗ - зменшення у 1,8 рази, ІІІ ДЗ - зменшення у 1,6

рази, IV ДЗ – підвищення у 10,6 рази, V ДЗ – підвищення в 20,1 рази). Зміни

спектрів у тварин IV групи були меншими, ніж у тварин ІІ групи, але більши-

ми, ніж у тварин ІІІ групи (див. табл. 5.7).

За строками відновлення ЛК-спектрів гомогенату ТП нелікована група

щурів з модельованим гепатитом значно відрізнялась від тварин, яким вводили

медгерм і есенціале. У тварин ІІ групи ЛК-спектри ТП достовірно відрізнялися

від контролю за характером патологічних змін навіть на 12-у добу спостере-

ження. У тварин ІІІ групи вже на 3-ю добу спостереження виявлено позитивну

динаміку відновлення ЛК-спектрів порівняно з контролем, що проявлялось у

значному зменшенні внеску в світлорозсіювання часток ІV та V ДЗ і збільшен-

ню внеску у світлорозсіювання часток інших ІІ і ІІІ ДЗ. На 7-му добу розвитку

гепатиту на фоні профілактично-лікувального введення медгерму ЛК-спектри

ТП наближалися до контролю.

У тварин IV дослідної групи на 3-ю добу експерименту також виявлено

позитивну динаміку відновлення ЛК-спектрів гомогенату ТП до контрольних

значень. Проте до 12-ї доби спостереження у щурів цієї групи нормалізації ЛК-

спектрів виявлено не було. Зміни ЛК-спектрів у IV групі продовжували досто-

вірно відрізнятися від контролю за рахунок підвищення внеску у світлорозсію-

вання часток СК ІV (96-264 нм) та V ДЗ (> 264 нм).

5.6. Вплив медгерму на процеси ПОЛ і систему антиоксидантного

       захисту при гострому галактозаміновому гепатиті

Проведені дослідження з вивчення впливу нової БАР на стан процесів

ПОЛ показали, що на 1-у добу нелікованого галактозамінового гепатиту відбу-

валося найзначніше і достовірне збільшення вмісту кінцевих продуктів ліпід-

пероксидації ТБК-реактантів в СК і ТП: відповідно в 2,49 і 3,47 рази відносно

контрольної групи (табл. 5.8, рис. 5.16). Одночасно у щурів на фоні введення

есенціале рівень ТБК-реактантів суттєво підвищувався в СК на 49,3 %, а ТП –
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Таблиця 5.8

Вміст ТБК-реактантів та глутатіону відновленого у сироватці крові

та тканини печінки щурів (M±m, n=6)

Вміст

ТБК-реактантів

Вміст глутатіону

відновленогоГрупа

тварин

Доба

гепатиту СК,

нмоль/л

ТП,

нмоль/гтк

СК,

мкмоль/л

ТП,

мкмоль/гтк

I група 27,81±1,67 0,31±0,01 54,10±3,13 155,35±8,10

1-ша 69,20±3,11* 1,08±0,05* 25,15±1,30* 62,50±3,13*

3-тя 57,19±2,90* 0,78±0,04* 26,04±0,52* 54,61±2,18*

5-та 53,04± ,70* 0,46±0,02* 29,30±1,79* 81,64±2,45*

7-а 42,79±2,11* 0,41±0,01* 36,86±0,88* 113,93±5,70*

10-та  37,42±1,87* 0,39±0,02* 41,17±1,07* 128,70±3,35*

II група

12-та 31,25±1,56* 0,35±0,02* 49,25±1,28 134,29±3,49*

1-ша 34,39±1,42* 0,41±0,02* 30,31±1,55* 114,22±5,70*

3-тя 32,20±0,98* 0,39±0,02* 35,20±0,70* 133,48±5,32*

5-та 28,68±1,16 0,33±0,02 45,57±2,36* 145,29±4,36

7-а 27,35±0,90 0,31±0,01 53,17±2,71 160,34 ± 8,02

10-та  28,41±1,14 0,30±0,01 55,21±1,88 159,25±5,41

III група

12-та 27,15±1,09 0,27±0,01 54,28±1,85 162,48±5,52

1-ша 41,5±1,10* 0,50±0,03* 29,92±1,50* 98,82 ± 4,94*

3-тя 41,02±2,12* 0,39±0,02* 31,87±1,14* 122,17±4,90*

5-та 33,75±1,76* 0,34±0,02* 36,39±1,83* 124,25±3,71*

7-а 30,13±1,52 0,31±0,01 43,91±2,25* 138,49±6,89

10-та  27,22±0,95 0,30±0,01 49,28±2,46 145,32±7,27

IV група

12-та 28,93±1,01 0,28±0,01 54,02±2,70 150,33±7,52
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Рис. 5.16. Спрямованість і виразність зміни вмісту/активності показників

                 ПОЛ і АОС в СК і ТП у щурів на 1-у добу  галактозамінового

                 гепатиту залежно від типу терапії

61,3 % (р<0,05). При введенні медгерму відмічено найменше, але достовірне

підвищення рівня ТБК-реактантів як в СК, так і ТП (на 23,7 і 33,6 % відповід-

но). Подальше спостереження дозволило оцінити перебіг гострого токсичного

гепатиту. Встановлено, що у нелікованих тварин рівень вмісту ТБК-реактантів

і в СК, і ТП протягом всього періоду спостереження був суттєво підвищеним.
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У тварин, які одержували медгерм, уже на 5-ту добу вміст ТБК-реактантів і в

СК, і ТП не відрізнявся від контрольної групи. У щурів, які отримували есенці-

але, рівень ТБК-реактантів і в СК, і в ТП відновився тільки на 7-му добу експе-

рименту.

Динаміка вмісту одного з основних компонентів неферментативної ланки

АОС – глутатіону відновленого, в СК і ТП дослідних тварин залежно від ліку-

вання мала деякі особливості (див. табл. 5.8, рис. 5.16). Так, на 1-у добу у тва-

рин, які не лікувалися, відмічено значне зменшення вмісту глутатіону віднов-

леного як у СК, так і ТП (на 53,5 і 59,8 % відповідно, р<0,05) порівняно з конт-

рольною групою.

У щурів, які одержували лікування, на 1-у добу вміст глутатіону також

зменшувався, але меншою мірою. Так, у щурів на фоні введення медгерму да-

ний показник достовірно зменшувався в СК на 44,0 %, а в ТП – 26,6 %, а при

застосуванні есенціале, в СК – на 44,7 %, а в ТП – 36,4 %.

У подальшому у всіх групах відзначалося поступове відновлення вмісту

глутатіону відновленого у СК і у ТП (див. табл. 5.8). Найбільш виразна позити-

вна динаміка за строками та вмістом глутатіону відновленого була у щурів, які

одержували медгерм. У них відновлення вмісту глутатіона відновленого у СК

відбулося на 7-у добу, а в ТП – 5-у. На фоні есенціале нормалізація вмісту цьо-

го показника настала у СК на 10-у добу, а в ТП – 5-у добу. У тварин ІІ групи

рівень глутатіону відновленого в ТП був достовірно зниженим відносно конт-

ролю протягом усього експерименту, а в СК його відновлення відбувалось

тільки на 12-у добу експерименту.

Активність одного з ключових ферментів ензимної складової АОС – ка-

талази у дослідних групах на фоні галактозамінового гепатиту знижувалася ті-

єю чи іншою мірою і у СК і ТП (табл. 5.9, рис. 5.16). На 1-у добу у тварин ІІ

групи активність каталази достовірно знижувалась відносно контролю у СК на

29,71 %, а у ТП - на 31,30 %. Одночасно у щурів III групи активність даного

ферменту знижувалася в СК - на 9,2 %, в ТП - на 21,4 % (р<0,05), а у щурів IV

групи - в СК на 25,9 %, ТП - на 28, 5% (р<0,05).
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Таблиця 5.9

Активність каталази та СОД у сироватці крові и тканині печінки у щурів

(M±m, n=6)

Активність каталази Активність СОДГрупа

тварин

День

гепатиту СК, кат/л ТП, кат/гтк СК, УЕ  ТП, УЕ/гтк

I група 152,14 ± 6,12 1065,00 ± 14,55 63,72 ± 5,05 0,33 ± 0,02

1-ша 106,94 ± 5,45* 731,66 ± 36,58* 26,57 ± 1,04* 0,17 ± 0,01*

3-тя 110,01 ± 3,41* 836,56 ± 33,46* 28,12 ± 1,04* 0,16 ± 0,01*

5-та  120,27 ± 1,20* 881,18 ± 26,44* 32,64 ± 2,38* 0,20 ± 0,01*

7-а 124,37 ± 6,22* 938,69 ± 46,93* 42,95 ± 2,58* 0,27 ± 0,01*

10-та  134,28±4,43* 981,23±32,38* 44,35±2,22* 0,30±0,02

II гру-

па

12-та 144,57±4,77 1124,55±37,11 51,28±2,56* 0,29±0,01

1-ша 138,14 ± 3,87* 837,09 ± 41,85* 53,33 ± 2,67* 0,27 ± 0,01*

3-тя 144,82 ± 6,52 949,02 ± 37,96* 56,15 ± 2,81* 0,26 ± 0,01*

5-та  147,71 ± 5,61 999,72 ± 29,99 58,48 ± 0,64 0,30 ± 0,02

7-а 154,03 ± 2,93 1050,94 ± 52,55 63,49 ± 2,73 0,33 ± 0,01

10-та  152,88±6,42 1125,67±47,28 64,15±1,80 0,35±0,01

ІІ гру-

па

12-та 156,33±6,57 1094,25±45,96 65,28±1,83 0,32±0,01

1-ша 112,67 ± 5,63* 762,01 ± 38,10* 33,56 ± 1,68* 0,23 ± 0,01*

3-тя 114,27 ± 5,71* 853,38 ± 34,14* 37,73 ± 1,89* 0,24 ± 0,01*

5-та  121,32 ± 6,31* 1007,06 ± 30,21 43,43 ± 2,17* 0,29 ± 0,01*

7-а 136,06 ± 6,80 1089,46 ± 54,47 52,09 ± 2,03* 0,30 ± 0,01

10-та  147,55±7,53 1072,38±54,69 54,37±2,72* 0,32±0,02

IV

група

12-та 155,28±7,92 1105,43±56,38 60,29±3,01 0,34±0,02

У подальшому у всіх тварин відзначалася позитивна динаміка відновлен-

ня активності каталази у СК і у ТП (див. табл. 5.9). Найбільш виразна нормалі-

зація за строками та активністю каталази була у щурів, які одержували мед-

герм. У них відновлення цього показника у СК відбувалося на 3-ю добу, а в ТП
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– на 5-у. При введенні есенціале нормалізація активності каталази наставала у

СК на 7-у добу, а в ТП – на 5-у. У тварин ІІ групи активність каталази у СК ві-

дновлювалась на 12-у добу, а в ТП – на 10-у.

Активність іншого ключового ферменту ензимної складової АОС – СОД

при галактозаміновому гепатиті в дослідних групах також знижувалася тією чи

іншою мірою і в СК, і в ТП. На 1-у добу у ІІ групі активність СОД значно і до-

стовірно відносно контролю зменшувалась у СК на 58,3 %, а у ТП – на 48,5 %.

У щурів III групи, на фоні введення медгерму, цей показник достовірно, але

меншою мірою знижувався в СК - на 16,3 %, в ТП - на 18,2 %, а на фоні вве-

дення есенціале – в СК на 47,3 %, в ТП - на 30,3 % (табл. 5.9, рис. 5.16).

У подальшому у всіх групах відзначалася позитивна динаміка відновлен-

ня активності СОД у СК і ТП (див. табл. 5.9). Найбільш швидше це відбувалося

у щурів, які одержували медгерм. У них відновлення активності каталази і у

СК, і у ТП наставало на 5-у добу. У тварин, які одержували есенціале, нормалі-

зація цього показника відбувалася у СК на 10-у добу, а в ТП – на 5-ту. У тварин

ІІ групи активність каталази у СК протягом всього періоду спостереження сут-

тєво відрізнялася від аналогічного показника у тварин контрольної групи, а у

ТП активність СОД відновлювалася тільки на 10-у добу.

Як свідчать дані табл. 5.8-5.9, динаміка досліджуваних показників при

гострому галактозаміновому гепатиті в кожній дослідній групі мала свої особ-

ливості. Так, у нелікованих тварин II групи зміни досліджуваних показників у

СК і в ТП були най виразнішими і достовірно відрізнялися від показників щу-

рів контрольної групи аж до 7-12-ї доби спостереження.

У тварин III групи на фоні профілактично-лікувального введення медге-

рму виразність патологічних змін досліджуваних показників була значно мен-

шою, а їх відновлення до початкових значень контрольних щурів відбувалося

набагато раніше, ніж у нелікованих тварин II групи. Так, підвищення вмісту

ТБК-реактантів і в СК, і в ТП було достовірним тільки до 3-ї доби спостере-

ження (див. табл. 5.8), вміст глутатіону відновленого в СК був достовірно зни-

женим до 5-ї доби спостереження, а в ТП вже на 3-ю добу гострого галактоза-
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мінового гепатиту наближався до контролю (див. табл. 5.8). Зменшення актив-

ності каталази в СК щурів, які на фоні гепатиту отримували медгерм, достовір-

но відрізнялося від аналогічного показника щурів I групи тільки на 1-у добу

спостереження, а на 5-у добу гострого гепатиту активність каталази укладалася

в референтний інтервал і у ТП. Водночас, активність СОД у СК і ТП щурів ІІІ

групи вже на 5-ту добу гострого галактозамінового гепатиту не відрізнялася від

контрольних значень.

У щурів IV групи, на фоні профілактично-лікувального введення есенці-

але, зниження вмісту ТБК-реактатнтів в СК і ТП було достовірним аж до 5-ої

доби експерименту. Вміст глутатіону відновленого в СК і ТП навіть до 7-ї доби

спостереження залишався достовірно меншим, ніж у тварин контрольної гру-

пи. Активність каталази в СК тільки до 7-ї доби укладалася в референтні межі,

а в ТП - до 5-ї доби. Активність СОД в СК і на 7-у добу все ще була достовірно

знижена, а в ТП відновлення активності СОД настало тільки на 7-у добу гост-

рого галактозамінового гепатиту (див. табл. 5.8-5.9).

Таким чином, оцінюючи характер впливу медгерму на стан прооксидант-

но-антиоксидантного гомеостазу при гострому галактозаміновому гепатиті, не-

обхідно відмітити його здатність досить ефективно попереджати генерацію і

накопичення кінцевих продуктів ліпідопероксидації а також зберігати і віднов-

лювати активність неферментативної і ферментативної ланок АОС.

Привертає на себе увагу той факт, що динаміка показників ПОЛ і АОС

при застосуванні медгерму схожа з динамікою аналогічних показників при за-

стосуванні препарату порівняння - есенціале. Це дозволяє зробити припущен-

ня, що досліджувана БАР має антиоксидантну активність, в основі механізму

якої, перш за все, лежить здатність реалізувати антиоксидантні та антирадика-

льні властивості, попереджаючи, таким чином, надлишкові витрати запасів ен-

догенних антиоксидантів і одночасно знижуючи гіперпродукцію активних

форм кисню, які ініціюють процес ПОЛ.
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РОЗДІЛ 6

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Одним з перспективних напрямів пошуку нових ліків, які мають високу

специфічну активність та достатньо безпечність, є їх прицільний синтез на базі

речовин, які добре відомі своїми фармакологічними ефектами. На кафедрі за-

гальної хімії та полімерів Одеського національного університету імені І. І. Ме-

чникова під керівництвом з.д.н.т., професора І. Й. Сейфулліної була цілеспря-

мовано створена нова БАР на основі германієвих солей дифосфонових кислот з

есенціальним мікроелементом купрумом – купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманат (під робочою назвою медгерм) за формулою

– Cu4[Ge6(m-OH)4(m-О)2(m-Oedph)6]×40Н2О (молярна маса – 1362 г/моль). Вста-

новлені індивідуальність, вивчення фізико-хімічних властивостей синтезованої

БАР дозволяють дати таку фармакопейну характеристику. Медгерм є блакит-

ним кристалічним порошком, без специфічного запаху, негігроскопічним, доб-

ре розчинним у воді, помірно – в етанолі, практично нерозчинним в ефірі та

інших органічних розчинниках. Речовина термостабільна (Т розкладу = 170
0С), стійка при зберіганні в субстанції, водному розчині і при стерилізації

(кип’ятінні). Такі фізико-хімічні властивості нової БАР дозволяють припустити

можливість її клінічного застосування як у твердій лікарській формі, так і рід-

кій, тобто використовувати для перорального і парентерального введення, а та-

кож передбачають доцільність її всебічного подальшого токсикологічного і

фармакологічного вивчення.

Першим етапом дослідження було вивчення нешкідливості медгерму для

тварин (мишей та щурів) в гострому і хронічному експериментах. Вивчення го-

строї токсичності медгерму показало, що ця сполука належить до класу мало-

токсичних сполук (IV клас токсичності) при пероральному застосуванні (у ми-

шей ЛД50 достовірно склала 2517,73 (2429,06¸2606,40), щурів — 2366,29

(2278,32¸2454,26) мг/кг) і помірно токсичних сполук (ІІІ клас токсичності) при

внутрішньоочеревинному і підшкірному (у мишей ЛД50 достовірно склала від-
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повідно 113,55 (95,81¸131,28) і 163,26 (145,66¸180,85), щурів — 63,55

(45,81¸81,28) і 73,26 (55,66¸90,85) мг/кг). Більш низька токсичність медгерму

при пероральному введенні може бути обумовлена особливістю його фармако-

кінетичних параметрів (зниження біодоступності у шлунково-кишковому трак-

ті).

Порівняльна оцінка параметрів токсичності медгерму при трьох шляхах

введення у різних видів гризунів показала деякі відмінності, що можна поясни-

ти фармакогенетичними особливостями різних видів гризунів.

Аналіз різних показників гострої токсичності (варіабельність смертель-

них доз, сумарний показник токсичності та ін.) встановив, що медгерм можна

віднести до сполук, які не становлять високої потенційної небезпеки виник-

нення і розвитку отруєння. Результати екстраполяції на людей параметрів гос-

трої токсичності, одержаних на тваринах, також підтверджували, що ця сполу-

ка не представляє небезпеки для людей, в тому числі при в/о, п/ш застосуванні.

У ході дослідження підгострої (протягом 28 діб), субхронічної (3 міс) та

хронічної (6 міс) токсичності медгерм при щоденному одноразовому застосу-

ванні субтоксичними дозами 1/10 і 1/20 ЛД50 не спричиняв якої-небудь негати-

вної дії на дослідних тварин. Виживаність щурів складала 100 %. Показники

загальноклінічного, біохімічного аналізів крові, загальноклінічного аналізу се-

чі, гістологічна картина внутрішніх органів тварин при довготривалому вве-

денні нової БАР не мали патологічних змін і практично не відрізнялись від ко-

нтрольних значень. Помірні гемодинамічні (повнокров'я) і незначні патомор-

фологічні (ознаки білкової дистрофії) порушення у міокарді, тканинах печінки

і нирок тварин були зворотними, дозозалежними і більш виразними при засто-

суванні БАР дозою 1/10 ЛД10.

Отримані результати з вивчення кумулятивних, місцевоподразнювальних

та антигенних властивостей також встановили нешкідливість медгерму. Все це

свідчить про доцільність подальшого його дослідження як потенційного лікар-

ського засобу.
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До обов'язкового комплексу дослідницьких процедур та операцій на ета-

пі доклінічного випробування лікарських засобів відносять вивчення впливу

нової БАР на інтегральні показники поведінкових реакцій тварин.

У тесті «відкрите поля» виявлено значний депримуючий вплив медгерму

на загальну рухову активність, горизонтальне переміщення, емоційну реактив-

ність, емоційну тривожність та орієнтовано-дослідницьку активність дослідних

тварин. Найбільш виразний депримуючий вплив медгерму був встановлений

при його введенні дозою 1/40 ЛД50. За таких умов сполука виявляла суттєвий

пригнічуючий вплив на горизонтальну локомоцію (на 61,8 %), емоційну реак-

тивність (43,7 %), емоційну тривожність (на 67,7 %) та орієнтовано-

дослідницьку активність (на 63,1 %). Цікаво, що тільки елемент «грумінг» зна-

чно і достовірно збільшувався (на 57,1 %).

Вплив медгерму на поведінку щурів у тесті «відкрите поле» виявився за-

лежним від дози. Це проявилося в тому, що при дворазовому зменшенні його

дози встановлено зниження депримуючого ефекту сполуки, крім впливу на

емоційну реактивність, яка при введенні 1/40 і 1/80 ЛД50 достовірно знижува-

лась відповідно на 43,7 і 48,8 %. Так, при застосуванні медгерму дозою 1/80

ЛД50 реєструвалося достовірне зменшення виразності таких поведінкових реа-

кцій як «обнюхування», «сидіння на місці», «дефекації», «уринації», «фризін-

гу», «загального квадрату» та «стійки з упором». Проте за цих умов відзнача-

лося збільшення «грумінг» (на 78,7 %), «центральний квадрат» (на 36,1 %),

«нора» (на 29,4 %), «вертикальна стійка» (на 18,4 %). Введення медгерму до-

зою 1/160 ЛД50 практично не впливало на поведінкові реакції у гризунів.

Таким чином, при застосуванні медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 відбу-

валося дозозалежне переважне пригнічення горизонтальної рухової активності,

емоційної тривожності та орієнтовано-дослідницької активності. Також вста-

новлено, що при введенні БАР цими дозами виявився приблизно однаковим

його вплив на емоційну реактивність дослідних тварин.

Виявлене пригнічення показників горизонтальної рухової активності,

орієнтовано-дослідницької активності тварин в тесті «відкрите поле» під впли-
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вом медгерму може свідчити про його пряму нейротропну депримуючу дію.

Тобто можна констатувати, що мегдгерм детермінує виразність моторної та

орієнтовно-дослідницької поведінки тварин, що, зважаючи на нейрофізіологіч-

ні механізми організації пірамідної та екстрапірамідної активності в організмі,

вказує на його вплив на кортико-спінальні шляхи, які мають окремі «входи» до

утворень середнього та довгастого мозку, а також мозочку.

Слід відмітити, що у щурів, які були вміщені на інтенсивно освітлений

відкритий простір, виникають захисні реакції, характерні для емоційної відпо-

віді на незнайому ситуацію. Тому зменшення емоційної реактивності та триво-

жності свідчить про протитривожну і стреспротективну дії. Це також може бу-

ти доказом залучення під впливом медгерму до реалізації його нейротропної

активності ще й утворень лімбічної системи та/або гіпоталамусу, які є повною

мірою або частково відповідальними за структурно-функціональну побудову

емоційного фону організму.

До методик, що застосовують при фармакологічному скринінгу нових

БАР, належить аналіз їх взаємодії зі стандартними лікарськими засобами. Для

вивчення діапазону можливої нейротропної активності медгерму, а також ме-

ханізмів реалізації цієї активності було запроваджено низку досліджень із за-

стосуванням медгерму на фоні стандартних збуджуючих («класичний» психос-

тимулятор групи фенілалкіламінів амфетамін) та депримуючих (похідне барбі-

турової кислоти – тіопентал натрію) препаратів.

Цікаві дані отримано при вивченні взаємодії медгерму з амфетаміном.

Взагалі відмічалась антагоністична взаємодія медгерму до класичного психос-

тимулятора, яка виявлялася в дозозалежному зниженні стимулюючих ефектів

амфетаміну на загальну рухову активність та ряд поведінкових елементів. Най-

більш виразний ефект мала доза 1/40 ЛД50. Дозою 1/160 ЛД50 медгерм практич-

но не змінював ефекти психостимулятора на поведінкові реакції тварин. Слід

враховувати, що в даній дозі самостійно медгерм також не змінював загальну

рухову активність і поведінкові реакції щурів.
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Проте при сумісному застосуванні БАР дозою 1/80 ЛД50 з амфетаміном

спостерігались певні особливості у поведінці щурів: достовірне підвищення кі-

лькості таких поведінкових елементів як «грумінг» (на 80,7 %), «обнюхування»

(на 32,4 %). Крім того, медгерм даною дозою не тільки більш стабільно збері-

гав протитривожну активність щурів, ніж дозою 1/40 ЛД50, але й суттєво (в 2,4

рази) збільшував її виразність. При цьому краще зберігалась орієнтовано-

дослідницька активність тварин.

Таким чином, медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 виявляв антагоністичну

взаємодію з класичним психостимулятором, зменшуючи виразність амфетамін-

індукованого збудження.

Цікавими є факти, встановлені при дослідженні взаємодії медгерму з

класичним депресантом ЦНС тіопенталом натрію. Медгерм, введений за 30 хв

до аналізатора трьома дослідними дозами, достовірно не впливав на швидкість

настання сну у мишей. Такі результати під впливом медгерму можна пояснити

тим, що синтезована БАР суттєво не впливала на біодоступність тіопенталу на-

трію. Проте дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 (але не 1/160 ЛД50) медгерм, який вводився

за 30 хв до тіопенталу, достовірно скорочував тривалість фармакологічного

сну: відповідно на 52,1 та 47,0 % (p<0,05), що могло б свідчить про антагоніс-

тичну дію з ГАМК-міметиком. Проте у 2-й серії дослідів, коли БАР вводилась

за 24 год до тіопенталу натрію, медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 (р<0,05) також

зменшував тривалість сну, що дозволило дійти до висновку про посилення під

дією нової БАР детоксикуючої функції печінки через активацію ферментатив-

них систем печінки та їх вплив на біотрансформацію аналізатора. Це, по-

перше, може деякою мірою пояснювати зниження снодійної дії тіопенталу під

впливом медгерму в 1-ї серії експериментів, по-друге, стає підставою для по-

дальшого вивчення його гепатотропного впливу.

На нашу думку, відсутність гіпнотичного ефекту й асомногенну актив-

ність медгерму можна пояснити наступним. По-перше, при застосуванні мед-

герму, купрумвмісної сполуки, саме цими дозами (1/40 і 1/80 ЛД50) у сироватці

крові виникало достовірне підвищення вмісту купруму (підрозд. 4.3). Дані лі-
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тератури свідчать про асомногенні ефекти цього мікроелементу. Так, показано

вплив підвищення вмісту мікроелементів (цинку і купруму) у сироватці крові і

волоссі на скорочення тривалості сну [341]. Скорочення тривалості сну реєст-

рується при хворобі Вілсона (гепатоцеребральна дистрофія), яка характеризу-

ється значним підвищенням вмісту купруму в сироватці крові [342]. Крім того,

деякі автори припускають антагонізм купруму з NMDA (N-methil-D-aspartate

glutamate) рецепторами, що спричиняє скорочення сну [343]. По-друге, асомно-

генний ефект медгерму можна пояснити його серотонінміметичною активніс-

тю, встановленою у тесті з 5-окситриптофаном (підрозд. 3.3.4).

Таким чином, проведений нейрофармакологічниий аналіз дії нової БАР

виявив його здатність проявляти антагонізм з амфетаміном, тобто підтвердже-

но розвиток медгерм-індукованої депримуючої дії. Очевидним є також факт

того, що нова синтезована сполука не виявляла самостійної сомногенної дії.

Насамкінець, найбільш ефективною в аспекті нейротропного впливу є доза

сполуки, еквівалентна 1/80 ЛД50.

Отримані результати пояснюємо, зважаючи на відомі фармакологічні та

нейрохімічні взаємодії, наступним чином. Відомо, що амфетамін впливає на

виразність моноамінергічної нейротрансмісії. Для цієї сполуки показано підси-

лення вивільнення дофаміну, норадреналіну і серотоніну, пригнічення їх зво-

ротного захоплення. Він суттєво пригнічує активність моноамінооксидази в

стовбурових, серединномозкових та підкіркових утвореннях ЦНС – ретикуляр-

ній формації, таламусі, гіпоталамусі, лімбічній системі тощо, що загалом спри-

чиняє розвиток під його впливом виразного, швидкого психостимулюючого

ефекту. Отже, медгерм індукує певні нейротропні ефекти у поєднанні з проти-

тривожною (анксіолітичною) дією.

Таким чином, отримані результати впливу медгерму на активність спо-

лук з відомою стимулюючою та/або пригнічуючою активністю дозволяє при-

пустити наявність його впливу на різні нейромедіаторні системи – ймовірно,

моноаміноергічні (дофамінергічну, адренергічну, серотонінергічну) передачі на

різних рівнях підкіркових утворень ЦНС.
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Підтвердженням впливу медгерму на активність серотонінергічної пере-

дачі були результати з вивчення 5-окситриптофан-індукованих «струшувань

голови» у мишей. Було встановлено, що за умов сумісного введення медгерму

дозою 1/80 ЛД50 і попередника серотоніну 5-окситриптофану збільшувалася кі-

лькість "струшувань голови" у мишей, що, по-перше, виявляє синергізм нової

БАР і 5-окситриптофану, а, по-друге, пояснює механізм цієї взаємодії – скорі-

ше за все, через підсилення серотонінергічної нейротрансмісії в утвореннях

ЦНС. Відомо, що синтезуючі серотонінергічні нейрони локалізовані переважно

в серединномозкових утвореннях та лімбічній системі. Це може бути пояснен-

ням механізму реалізації протитривожної дії медгерму. Крім того, можливо, що

саме серотонінміметична активність нової БАР пояснює «подвійну» його дію

при взаємодії з психостимулятором: зменшення деяких амфетамін-викликаних

поведінкових реакцій при збереженні на достатньо високому рівні орієнтовано-

дослідницької активності тварин, суттєвому підвищенні таких поведінкових

реакцій як «грумінг», «обнюхування».

Наступним етапом дослідження ефектів медгерму стало вивчення його

впливу на виразність м’язового тонусу за умов «стрижня, що обертається»,

оскільки виявлення наявності або відсутності міорелаксантної дії є важливим в

аспекті подальшого з’ясування діапазону їх фармакологічної активності. Вста-

новлено, що в/о введення медгерму дозами 1/40, 1/80 та 1/160 ЛД50 не виклика-

ло міорелаксантної дії і не впливало на координацію рухів тварин. Пояснюючи

отримані дані, слід пам’ятати, що міорелаксація індукується внаслідок загаль-

ного гіпотонусу активності нейронів спинного та довгастого мозку, що, в свою

чергу, відбувається внаслідок підвищення активності ГАМК-ергічної нейрот-

рансмісії. Отже, скоріше за все, механізми реалізації нейротропних ефектів ме-

дгерму виключають вплив цієї сполуки на ГАМК-ергічну медіацію. Це підтве-

рджує припущення про механізми асомногенного ефекту даної БАР. Скоріше

за все, відсутність міорелаксантного впливу медгерму пояснюється переваж-

ним впливом цієї сполуки на кортикальні нейрони, не залучені до маніфестації
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моторних реакцій, а також певною стійкістю нейронів спинного та довгастого

мозку щодо дії медгерму.

Враховуючи виявлення детоксикуючої дії нової БАР та її передбачувану

гепатотропну активність, ще одним етапом встановлення загально фармакологі-

чних властивостей медгерму стало вивчення його впливу на виразність больової

реакції та запальний процес, які відіграють суттєву роль при патологіях печінки.

За умов відтворення «оцтових корчів», тобто периферичного компоненту

ймовірного аналгетичного ефекту, було зареєстровано гальмуючий дозозалеж-

ний вплив медгерму (1/40 > 1/80 ЛД50) на локальну активацію медіаторів болю і

запальну реакцію.

На моделі карагенінового гострого асептичного запалення було встанов-

лено, що найбільш значний відсоток інгібування набряку спостерігався при за-

стосуванні медгерму дозою 1/40 ЛД50 на 30-й та 180-й хв (відповідно на 95,0 і

41,3 %). Проте найбільш рівномірний як за часом, так і виразністю вплив на за-

палення відмічався при введенні БАР дозою 1/80 ЛД50. Медгерм дозою 1/160

ЛД50 практично не мав антиексудативної дії. Отже, медгерм реалізує гальмів-

ний вплив на циклооксигеназний шлях розвитку запалення.

На моделі зимозанового набряку медгерм трьома дослідними дозами не

виявив протизапального ефекту, що свідчить про відсутність впливу БАР на

ліпооксигеназний шлях перетворення арахідонової кислоти.

Таким чином, встановлення токсикологічного і загальнофармакологічно-

го профілю нової сполуки в ряду оксіетилідендифосфонатогерманатів – медге-

рму – виявило його цікаві властивості: достатньо низька токсичність; депри-

муючий нейротропний ефект; анксіолітична активність, поряд з відсутністю гі-

пнотичної і міорелаксантної дії, а також аналгетична, протизапальна ефектив-

ність, підсилення детоксикуючої функції печінки. Виявлено синергізм з попе-

редником серотоніну 5-окситриптофаном і антагонізм з амфетаміном, що пев-

ним чином пояснює механізм виявлених центральних ефектів медгерму, які,

скоріше за все, реалізуються через переважний вплив на моноамінергічну пе-

редачу. Проте виявлений спектр фармакологічної активності БАР був дозоза-
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лежним і, в основному, виявлявся при застосуванні достатньо високих доз –

1/40, 1/80 ЛД50.

Тому важливим було встановити вплив курсового введення медгерму

трьома дозами (1/40, 1/80 і 1/160 ЛД50) на біохімічні показники і морфологіч-

ний стан інтактних тварин, у тому числі печінки, як важливого органу біотран-

сформації ксенобіотиків.

У результаті даної серії експериментів виявлено, що купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманат по-різному впливав на активність маркер-

них ферментів печінки. Якщо активність ферменту цитолізу АлАТ СК і ТП

щурів майже не відрізнялася від контролю, то активність іншого ферменту ци-

толізу АсАТ і ферментів холестазу ГГТ та ЛФ як СК, так і ТП на фоні введення

медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 частіше значно змінювалась.

Як правило, ці зміни мали дозозалежний характер і при збільшенні акти-

вності ферменту у СК спостерігалося зменшення його активності у ТП і, на-

впаки. Свідченням цього є те, що активність АсАТ СК відносно контролю під-

вищувалась при введенні медгерму дозою 1/40 ЛД50 у 4,02 рази (р<0,05), 1/80

ЛД50 – 3,47 (р<0,05), а 1/160 ЛД50 – тільки у 1,25 рази. Водночас у ТП щурів ві-

дмічено значне зниження активності АсАТ відповідно у 12,41 (р<0,05), 7,23

(р<0,05) та 1,14 рази.

Подібний вплив медгерм здійснював і на активність ГГТ. Так, активність

ГГТ СК відносно контролю підвищувалась при застосуванні медгерму дозою

1/40 ЛД50 у 7,54 рази (р<0,05), 1/80 ЛД50 – 3,46 (р<0,05), а 1/160 ЛД50 – тільки у

1,69 рази. Водночас у ТП щурів відмічено зниження активності ГГТ на фоні

введення медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 відповідно у 1,75 (р<0,05), 0,98 ра-

зи, а застосування БАР дозою 1/160 ЛД50 викликало незначне підвищення ак-

тивності ГГТ (у 1,05 рази).

Зміни активності ЛФ при курсовому введенні медгерму мали значні від-

мінності. Так, зміни активності ЛФ СК хоча і мали дозозалежний характер,

проте їх виразність була меншою, а спрямованість неоднозначною. На фоні

введення медгерму інтактним щурам дозою 1/40 ЛД50 активність ЛФ СК змен-
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шувалась у 2,35 рази (р<0,05), 1/80 ЛД50 підвищувалась у 1,20 рази, а при за-

стосуванні БАР дозою 1/160 ЛД50 активність ЛФ СК зменшувалась на 1,08 ра-

зи. В ТП зміни активності ЛФ на фоні введення медгерму трьома дозами мали

феноменологічний характер. При введенні медгерму дозою 1/40 ЛД50 актив-

ність ЛФ суттєво не змінювалася, а 1/80 ЛД50 зменшувалась у 3,51 рази

(р<0,05). При застосуванні БАР дозою 1/160 ЛД50 активність ЛФ підвищувала-

ся у 1,14 рази (р>0,05).

Подальше вивчення фармакологічних властивостей медгерму виявило,

що він здійснює неоднозначний вплив на інтегральні біохімічні показники фу-

нкціонального стану організму (вміст загального білка, сечовини, загального

білірубіну, загального холестерину, глюкози сироватки крові та печінки).

На фоні курсового введення інтактним щурам медгерму дозою 1/40 ЛД50

відмічено відносно контролю достовірне зменшення в СК та збільшення в ТП

вмісту загального білка (у 1,20 та 1,32 рази відповідно, р<0,05), збільшення

вмісту сечовини у СК і ТП ( у 1,19 та 1,41 рази відповідно, р<0,05), загального

білірубіну тільки у СК у 1,32 рази (вміст загального білірубіну у ТП достовірно

не змінювався), зменшення у СК та підвищення у ТП вмісту загального холес-

терину (відповідно у 2,59 і 7,15 разів, р<0,05), зменшення у СК та підвищення у

ТП вмісту глюкози (відповідно у 1,49 і 2,70 разів, р<0,05).

При застосуванні інтактним щурам медгерму дозою 1/80 ЛД50 відмічено

достовірне зменшення відносно контролю в СК та збільшення в ТП вмісту зага-

льного білка (у 1,13 і 1,15 рази відповідно, р<0,05), зменшення загального білі-

рубіну тільки у СК у 1,22 рази (вміст загального білірубіну у ТП достовірно не

змінювався), зменшення у СК та підвищення у ТП вмісту загального холестери-

ну (відповідно у 1,47 і 5,15 разів, р<0,05), зменшення у СК та підвищення у ТП

вмісту глюкози (відповідно у 1,23 і 1,79 разів, р<0,05). При введенні БАР дозою

1/80 ЛД50 вірогідних від контролю змін вмісту сечовини у СК і ТП не виявлено.

При введенні інтактним щурам медгерму дозою 1/160 ЛД50 спостеріга-

лось відносно контролю достовірне зменшення в СК вмісту загального холес-

терину у 1,64 рази та підвищення вмісту глюкози у ТП у 1,27 рази (р<0,05).
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Враховуючи, що медгерм у своєму складі містить есенціальний мікрое-

лемент купрум, було важливо оцінити зміни вмісту купруму та церулоплазміну

в СК та в ТП інтактних щурів на фоні його курсового введення.

Медгерм дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 викликав підвищення вмісту купруму в

СК у 1,37 і 1,15 рази відповідно (р<0,05 порівняно контролю). Вміст купруму у

ТП достовірно не змінювався.

На фоні введення медгерму дозами 1/40 і 1/80 ЛД50 спостерігалось також

збільшення вмісту церулоплазміну у СК (у 1,28 і 1,27 рази відповідно при р<0,05

порівняно контролю) і зменшення його вмісту у ТП (у 2,96 і 1,67 разів відповід-

но, р<0,05). При введенні інтактним щурам медгерму дозою 1/160 ЛД50 не вияв-

лено вірогідних змін вмісту купруму і церулоплазміну як у СК, так і у ТП.

Таким чином, при курсовому введенні медгерму трьома дозами (1/40,

1/80 і 1/160 ЛД50) встановлено, що він здійснював певний вплив на активність

маркерних ферментів цитолізу і холестазу, вміст інтегральних показників біо-

хімічного гомеостазу, купруму і церулопдлазміну у інтактних щурів, причому

найбільш виразний при введенні БАР дозою 1/40 ЛД50. На фоні застосування

медгерму дозою 1/160 ЛД50 значних змін досліджуваних показників не відмі-

чалось.

Найбільш цікавими були зміни при курсовому введенні медгерму дозою

1/80 ЛД50. Як свідчать дані табл. 6.1, під впливом медгерму у СК щурів підви-

щувалась активність АсАТ, ГГТ, вміст сечовини, купруму та церулоплазміну.

Водночас у СК тварин відмічалося зменшення активності ЛФ та рівня загаль-

ного білка, загального холестерину і глюкози.

У ТП на фоні курсового введення медгерму достовірно підвищувався рі-

вень загального білка, сечовини, загального холестерину та глюкози. Водночас

у ТП відмічено зниження активності АсАТ, ГГТ та ЛФ і тільки вміст церулоп-

лазміну у ТП зменшувався. Вміст загального білірубіну та купруму у ТП не

змінювався.

Ці дані можуть бути свідченням того, що високі дози медгерму (1/40

ЛД50) мають певну дію при курсовому введенні інтактним щурам, а низькі –
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суттєво не впливають на досліджувані показники. Найбільш виразні зміни ана-

літів спостерігалися при дослідженні гомогенатів тканини печінки. Коливання

вмісту інтегральних показників у сироватці крові були менш виразними.

Таблиця 6.1

Спрямованість змін інтегральних біохімічних показників у інтактних

щурів на фоні курсового введення медгерму трьома дозами

Доза (від ЛД50)
Досліджувані показники

Вид
біома-
теріалу 1/40 1/80 1/160

СК (-) (-) (-)Активність АлАТ
ТП (-) (-) (-)
СК ↑ ↑ ↑Активність АсАТ
ТП ↓ ↓ ↓
СК ↑ ↑ ↑Активність ГГТ
ТП ↓ (-) (-)
СК ↓ (-) (-)Активність ЛФ
ТП (-) ↓ (-)
СК ↓ ↓ (-)Вміст загального білка
ТП ↑ ↑ (-)
СК ↑ (-) (-)Вміст сечовини
ТП ↑ (-) (-)
СК ↑ ↓ (-)Вміст загального білірубіну
ТП (-) (-) (-)
СК ↓ ↓ ↓Вміст загального холестерину
ТП ↑ ↑ (-)
СК ↓ ↓ (-)Вміст глюкози
ТП ↑ ↑ ↑
СК ↑ ↑ (-)Вміст купруму
ТП (-) (-) (-)
СК ↑ ↑ (-)Вміст церулоплазміну
ТП ↓ ↓ (-)

Примітка:   1. — ↑ — достовірне підвищення активності/вмісту показника;
2. — ↓ — достовірне зменшення активності/вмісту показника;
3. — (-) — відсутні достовірні зміни активності/вмісту показника
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Зміни у біохімічному гомеостазі, які спостерігались при в/о курсовому

введенні медгерму інтактним щурам, потребують морфологічного дослідження

їх внутрішніх органів. Встановлено, що у тварин під дією нової БАР відміча-

лись помірні гемодинамічні і незначні зворотні патоморфологічні зміни парен-

хіматозних органів (ознаки білкової дистрофії). Причому ці зміни були більш

виразні на фоні введення медгерму дозою 1/40 ЛД50, а при застосуванні серед-

ньоефективної дози (1/160 ЛД50) БАР гістологічна картина тканин серця, печі-

нки і нирок не відрізнялася від контролю.

Все це свідчить, що медгерм не здійснював грубих незворотних патомо-

рфологічних змін у тканинах паренхіматозних органів при його курсовому вве-

денні у широкому діапазоні доз інтактним щурам. Ці результати і дані раніше

проведених досліджень щодо його безпечності у гострому і хронічному експе-

риментах, дають можливість дійти висновку про низьку токсичність досліджу-

ваної БАР і перспективність подальшого вивчення медгерму, як потенційного

лікарського засобу, який має ще й гепатотропні властивості.

Крім вищенаведених досліджень, у цій серії експериментів була прове-

дена одномоментна багатопараметрова детекція гомеостатичних зрушень у СК

і ТП інтактних тварин під впливом нової БАР. Для зручності та повноти аналі-

зу отриманих даних узагальнення проведено наприкінці даного розділу.

Враховуючи отримані результати вищенаведених токсикологічних, зага-

льнофармакологічних, біохімічних та морфологічних дослідженнях, цікавим

було оцінити гепатотропну активність нової сполуки на фоні гострого галакто-

замінового гепатиту.

На початковому етапі, з метою скринінгу гепатозахисної дії медгерму,

проведена серія експериментів з вивчення його впливу дозами 1/80, 1/160,

1/320 ЛД50 (відповідно 0,20, 0,40, 0,79 мг/кг) профілактичною, лікувальною та

профілактично-лікувальними схемами введення. У результаті встановлено, що

найбільш ефективним було профілактично-лікувальне (за 7 діб до і протягом 7

діб після застосування гепатотоксиканту) застосування медгерму дозою 1/160

ЛД50 (0,4 мг/кг), оскільки при цьому виживаність тварин складала 100 %. Тому
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цей алгоритм введення БАР використаний для подальшого дослідження її ге-

патопротекторної активності на фоні галактозамінового ураження печінки.

Подальші дослідження виявили суттєві зміни активності маркерних фер-

ментів цитолізу і холестазу при нелікованому гострому токсичному гепатиті,

викликаному галактозаміном. Уже через 1-у добу після введення гепатотокси-

канту у СК активність АлАТ і АсАТ достовірно підвищувалась відповідно на

220,0 і 160,0 %, а у ТП зменшувалась – на 78,8 і 72,5 %. Одночасно виявлялось

збільшення активності ГГТ і ЛФ як СК, так і ТП. На 1-у добу розвитку гепати-

ту активність ГГТ ТП збільшувалась на 396,3 %, а СК – на 170,6 %, при тому,

що активність ЛФ ТП підвищувалась усього на 149,3 %, а СК – на 90,2 %

(р<0,05). Таким чином, зміни активності ГГТ при токсичному гепатиті є більш

чутливими і специфічними. Активність ферментів цитолізу і холестазу як у СК,

так і ТП не відновлювалась до вихідних рівнів і на 10-14 добу розвитку гепатиту.

Профілактично-лікувальне введення нової БАР суттєво запобігало вияв-

леним при нелікованому гепатиті змінам активності ферментів цитолізу і холе-

стазу у СК і ТП. Вони були значно меншими навіть у 1-у добу після введення

токсиканту. Відновлення активності АлАТ у СК і ТП відбувалося відповідно на

5-у і 7-у добу, АлАТ і у СК, і у ТП – на 5-у добу. При введенні медгерму акти-

вність ГГТ СК і ТП відновлювалась також на 5-у добу розвитку гепатиту. При

цьому не спостерігалося її виразного підвищення на 1-у добу, як при нелікова-

ному гепатиті. На 1-у добу спостереження застосування нової БАР позитивно

вплинуло і на виявлені при нелікованому гепатиті зміни активності ЛФ СК і

ТП. Активність даного ферменту холестазу хоча і була підвищеною, однак ме-

ншою мірою, ніж у контрольних щурів, які отримували фізіологічний розчин, і

відновлювалась вже на 5-у добу експерименту. Дослідження активності ферме-

нтів цитолізу та холестазу при введенні референс-препарату есенціале показало,

що він мав гепатозахисну дію, однак за строками відновлення даних показників

виявляв менш виразну активність, ніж медгерм. Таким чином, профілактично-

лікувальне введення купрум-оксіетилідендифосфонатогерманату запобігало або
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суттєво зменшувало прояви основних детермінуючих чинників хронізації про-

цесу та фіброзоутворення у печінці – цитолізу гепатоцитів та холестазу.

Гепатопротекторна активність медгерму підтверджувалась і наступною

серією експериментів, присвячених порівняльному вивченню впливу нової

БАР і референс-препарату на ті негативні зміни інтегральних біохімічних пока-

зників організму (загального білка, сечовини, загального білірубіну і холесте-

рину, глюкози сироватки крові і печінки), що спостерігались при гострому га-

лактозаміновому гепатиті і значною мірою характеризують функцію печінки.

Необхідно відзначити, що гепатотоксикант спричиняв суттєві зміни вмісту усіх

вищевказаних показників як у СК, так і у ТП. Профілактично-лікувальне вве-

дення медгерму достовірно підвищувало стійкість щурів до галактозаміну, про

що свідчать менш виразні зміни інтегральних біохімічних показників у сирова-

тці крові і тканині печінки щурів на фоні застосування нової БАР вже у 1-у до-

бу розвитку гепатиту.

Цікавими є результати дослідження впливу купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманату на вміст купруму і купрумвмісного білка

церулоплазміну у СТ і ТП тварин, яким моделювався галактозаміновий гепатит.

У 1-у добу при нелікованому гепатиті вміст купруму в СК збільшувався в 3,5 ра-

зи, в ТП – 3,0. При застосуванні медгерму також відбувалось підвищення цього

показника, але меншою мірою (відповідно в 2,7 і 1,5 рази). На фоні есенціале

спостерігалась інша картина: в СК вміст купруму збільшувався на 40,1 %, а у ТП

зменшувався 28,1 %. У подальшому і при нелікованому гепатиті, і під дією мед-

герму відбувалось відновлення даного показника, але якщо у першому випадку

протягом 12 днів спостерігалась тільки тенденція, то при застосуванні нової

БАР нормалізація виявлялась вже на 7-у добу у СК і 3-ю добу у ТП. При вве-

денні есенціале, навпаки, вміст купруму в СК став збільшувався і навіть на 12-

у добу залишався підвищеним. У ТП відновлення вмісту купруму відбувалось

на 7-у добу.

Вміст церулоплазміну на фоні токсичного галактозамінового гепатиту

також зазнав значних змін. У нелікованих тварин на 1-у добу відмічено суттєве
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збільшення цього показника у СК і ТП в 2,7-2,6 рази. Потім протягом 12 днів

відмічалась тенденція до його відновлення. Під впливом медгерму на 1-у добу

не виявлялось будь-яких змін ні у СК, ні ТП і тільки на 3-ю добу спостеріга-

лось деяке підвищення вмісту церулопазміну в обох субстратах (в 1,3 рази), що

достатньо швидко минало. При застосуванні есенціале вже на 1-у добу вміст

церулоплазміну, навпаки, в 1,6 рази зменшувався у СК і в 1,8 рази збільшував-

ся у ТП з подальшою тенденцією до підсилення цих змін, а потім повільного

відновлення (к 10-ї добі). Таким чином, при застосуванні медгерму виявлено

менш значні зміни і кращі строки відновлення вмісту купруму і церулоплазмі-

ну в СК і ТП, ніж у тварин при нелікованому гепатиті і щурів, які одержували

препарат порівняння.

Резюмуючи вище наведене, можна дійти наступного висновку, що засто-

сування медгерму суттєво підвищувало резистентність тварин до гепатоксика-

нту, зменшувало тяжкість перебігу гострого токсичного ураження печінки і

строки відновного періоду (табл. 6.2).

Таблиця 6.2

Строки (доба) відновлення активності/вмісту біохімічних показників у тварин

з гострим токсичним ураженням печінки залежно від сполуки, яку вводили

Група тварин (БАР)
Показники

Вид бі-
оматері-

алу
ІІ

(гепатит)
ІІІ

(медгерм)
ІV

(есенціале)
1 2 3 4 5

СК (-) 5 5
Активність АлАТ

ТП (-) 7 5
СК (-) 5 5

Активність АсАТ
ТП (-) 5 5
СК (-) 5 7

Активність ГГТ
ТП (-) 5 10
СК (-) 5 7

Активність ЛФ
ТП (-) 5 7
СК (-) 5 5

Вміст загального білка
ТП (-) 7 5
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Продовження табл. 6.2

1 2 3 4 5
СК (-) 5 5

Вміст сечовини
ТП (-) 5 5
СК (-) 5 12

Вміст загального білірубіну
ТП (-) 5 10
СК 12 5 5Вміст загального холестери-

ну ТП 12 10 7
СК 12 3 5

Вміст глюкози
ТП (-) 5 7
СК (-) 5 -

Вміст купруму ТП (-) 3 7
СК 12 5 7Вміст

церулоплазміну ТП (-) 10 10

Примітка: (-) — протягом усього періоду спостереження показник достовірно

відрізнявся від референтних значень контролю (1 група)

За виразністю гепатопротекторної активності нова БАР не поступалась

препарату порівняння есенціале, а за деякими досліджуваними показниками

навіть його перевершувала.

Результати проведених біохімічних досліджень з оцінювання гепатопро-

текторної активності медгерму корелювали з даними щодо вивчення змін мор-

фологічної картини печінки при застосуванні нової БАР на фоні галактозамі-

нового гепатиту. Встановлено, що під дією профілактично-курсового введення

медгерму спостерігалось достовірне і виразне зменшення характерних для гос-

трого галактозамінового гепатиту дистрофічних і дисциркуляторних змін в ТП,

що свідчило про виразну гепатозахисну дію медгерму. Причому за виразністю

змін і строкам відновлення морфогістохімічної структури печінки медгерм пе-

ревершував есенціале.

Як було зазначено вище, для комплексної інтегральної оцінки фармако-

динамічних властивостей медгерму був обраний метод лазерної кореляційної

спектроскопії, який дозволив провести одномоментну багатопараметрову дете-
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кцію гомеостатичних зсувів у СК і гомогенаті ТП на підставі визначення мак-

ромолекулярного складу ЛК-спектрів зазначених біологічних зразків. Ці дослі-

дження виконано як при курсовому введенні медгерму трьома дозами (1/40,

1/80 та 1/160 ЛД50) інтактним щурам, так і на фоні профілактично-курсового

застосування медгерму і препарату порівняння есенціале при гострому галак-

тозаміновому гепатиті.

При курсовому введенні інтактним щурам медгерму дозою 1/40 ЛД50

спостерігалося достовірне зниження відносно контролю (інтактні, яким вводи-

вся фізіологічний розчин натрію хлориду) внеску в ЛК-спектри СК часток се-

редньомолекулярної (32,0 %) та збільшення надвисокомолекулярної (до 58,5%)

фракцій. Подібні спектральні зміни у СК інтактних щурів, але меншою мірою,

виявлено і при введенні БАР дозою 1/80 ЛД50. При застосуванні медгерму до-

зою 1/160 ЛД50 суттєвих змін у ЛК-спектрах порівняно з контролем не було.

Виявлені зміни ЛК-спектрів СК при введенні достатньо високих доз синтезо-

ваної БАР, мабуть, обумовлені макромолекулярними зсувами – утворенням

циркулюючих імунокомплексів.

Дослідження гомогенату ТП методом ЛКС-метрії раніше не проводило-

ся. Тому нами вперше визначено і запропоновано для подальших експеримен-

тальних досліджень референтні межі ЛК-спектру гомогенату печінки інтактних

щурів. Встановлено, що у інтактних щурів ЛК-спектри гомогенату ТП суттєво

відрізняються від спектрів СК: основний внесок у світлорозсіювання склали

частинки низько- та середньомолекулярної фракцій (відповідно 48,4 і 48,6 %).

У тварин контрольної групи, які отримували фізіологічний розчин натрію хло-

риду, ЛК-спектри ТП не відрізнялись від інтактних.

Одночасно, на фоні курсового в/о введення медгерму достатньо високи-

ми дозами спостерігалися у ЛК-спектрах гомогенату ТП значні зміни. При за-

стосуванні доз 1/40 і 1/80 ЛД50 виявлено достовірне зниження внеску в ЛК-

спектри часток низкомолекулярної (відповідно до 21,8 і 16,3 %) і збільшення

середньомолекулярної (відповідно до 62,8 і 73,2 %) фракцій. Динаміка змін

ЛК-спектрів ТП щурів при введенні БАР дозою 1/160 ЛД50 була позитивною:
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достовірно збільшився внесок в ЛК-спектри часток низькомолекулярної (до

35,3 %) і зменшення середньомолекулярної (до 50,2 %) фракцій, тобто ЛК-

спектри наближалися до таких, що характерні для ТП щурів контрольної гру-

пи. Встановлені зсуви у ЛК-спектрах ТП при введенні достатньо високих доз

даної БАР корелюють з проведеними біохімічними дослідженнями: збільшення

у ТП вмісту загального білка, холестерину, сечовини.

Таким чином, на фоні курсового в/о введення медгерму інтактним щурам

відбувалися дозозалежні (1/40, 1/80 ЛД50) зсуви ЛК-спектрів СК і гомогенату

ТП. Доза 1/160 ЛД50 була практично індиферентною.

Методом ЛКС-метрії проводилась також інтегральна оцінка змін  ЛК-

спектрів у СК і гомогенаті ТП під впливом медгерму на фоні галактозаміново-

го гепатиту. На 1-у добу токсичного гепатиту спостерігались суттєві і достові-

рні зміни ЛК-спектрів СК щурів відносно контрольної групи. А саме спостері-

галося значне зменшення внеску у світлорозсіювання часток низько-, середньо-

та викомолекулярних фракцій; внесок в світлорозсіювання часток надвисоко-

молекулярної фракції значно збільшувався (понад 4,5-4,9 рази). Зазначені зміни

ЛК-спектрів пов'язані з прцесами інтенсивного руйнування клітин печінки і

циркуляцією в крові високомолекулярних комплексів [331, 344].

Крім того, на 1-у добу токсичного гепатиту відбувалися значні та досто-

вірні зміни ЛК-спектрів гомогенату ТП щурів відносно контрольної групи. А

саме: спостерігалося значне зменшення внеску у світлорозсіювання часток ни-

зько- та середньомолекулярних фракції, внесок в світлорозсіювання часток ви-

соко- та надвисокомолекулярної фракцій значно збільшувався. Такий зсув в

ЛК-спектрах гомогенату ТП, ймовірно, також пов'язаний з пошкодженням ге-

патоцитів токсикантом [331, 344]. Слід відмітити, що при спостереженні у ди-

наміці змін в ЛК-спектрах гомогенату ТП виявлено значний внесок у світло-

розсіювання часток наднизькомолекулярної фракції, що є ознакою дистрофіч-

них змін в печінці.

Виразність змін ЛК-спектрів як СК, так і гомогенату ТП була найбіль-

шою у тварин з нелікованим гепатитом і найменшою у тварин, яким профілак-
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тично-лікувально вводили медгерм. Спостереження у динаміці розвитку гост-

рого галактозамінового гепатиту виявило, що відновлення ЛК-спектрів до кон-

тролю як СК, так і гомогенату ТП було виявлено раніше у тварин, які одержу-

вали на фоні гепатиту медгерм (на 5-у і 7-му доби відповідно). У тварин з нелі-

кованим гепатитом протягом всього терміну спостереження відмічались пато-

логічні зміни у ЛК-спектрах СК і гомогенату ТП.

Зіставляючи результати проведених біохімічних, морфологічних дослі-

джень з даними ЛКС-метрії СК і гомогенату ТП, виявилася їх кореляція, що

медгерм підвищує толерантність дослідних тварин до гепатотоксину, поліпшує

тяжкість перебігу гепатиту, а позитивна динаміка відновлення показників на

фоні введення медгерму наступала раніше ніж у тварин, які одержували препа-

рат порівняння (есенціале).

Відомо, що ключовим фактором, який опосередкує пошкодження мем-

бранних структур органів і тканин при різноманітних захворюваннях, в тому

числі печінки, є активація процесів ПОЛ і пригнічення антиоксидантного захи-

сту організму [313]. Для з'ясування основних механізмів захисної дії медгерму

на тканину печінки було вивчено деякі параметри перекисного окиснення ліпі-

дів (вміст ТБК-реактантів речовин), а також основні показники стану антиок-

сидантної ланки (вміст глутатіон відновленого, активність СОД і каталази).

Встановлено, що профілактично-курсове застосування медгерму вже на

1-у добу розвитку галактозамінового ураження печінки суттєво запобігало збі-

льшенню вмісту кінцевих продуктів ліпідпероксидації ТБК-реактантів як в СК,

так і ТП (в 2,0 і 2,6 рази відповідно). Водночас препарат порівняння знижував

підвищений вміст ТБК-реактантів в СК в 1,7 рази, а в ТП – в 2,2, тобто за ефек-

тивністю медгерм достовірно перевершував есенціале. За строками відновлен-

ня даного показника медгерм також виявився найбільш ефективним. Під його

впливом на 5-ту добу вміст ТБК-реактантів і в СК, і ТП не відрізнявся від кон-

тролю, а при застосуванні есенціале – тільки на 7-у добу. У нелікованих тварин

даний показник в обох субстратах був достовірно підвищеним протягом всього

періоду спостереження.
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Вивчення основних показників, які характеризують стан АОС показало,

что при модельованому гепатиті нова БАР значно зменшувала негативний

вплив гепатотоксиканту як на її неферментативну, так і ферментативну ланки.

Так, вже на 1-у добу медгерм достовірно запобігав зменшенню вмісту одного з

основних компонентів неферментативної ланки АОС – глутатіону відновлено-

го в СК і ТП (в 1,2 і 2,3 рази відповідно). При цьому референс-препарат за ефе-

ктивністю був практично на тому ж рівні. На його фоні знижений під дією га-

лактозаміну вміст глутатіону відновленого збільшувався в СК також достовір-

но в 1,2 рази, в ТП – в 1,6. Проте за строками відновлення даного показника до

рівня контролю в СК медгерм виявився більш ефективним. Якщо на його фоні

нормалізація вмісту глутатіону відновленого у СК відбулась на 7-у добу, то

при застосуванні есенціале тільки на 10-у. В ТП цей показник в обох випадках

не відрізнявся від контрольних значень на 5-у добу. Необхідно відмітити, що

при нелікованому гепатиті рівень глутатіону відновленого в ТП був достовірно

відносно контролю зниженим протягом усього експерименту, а в СК його від-

новлення відбувалось тільки на 12-у добу експерименту.

Медгерм і препарат порівняння також запобігали пригніченню активнос-

ті ключових ферментів ензимної складової АОС – каталази і СОД на фоні гала-

ктозамінового гепатиту, проте декілька відрізнялись за виразністю дії і строкам

відновлення. Цікавим є той факт, що і медгерм, і есенціале взагалі здійснювали

односпрямовану дію на ферментативну частину антиоксидантного захисту.

Проте вони найактивніше впливали на СОД, але за строками відновлення пока-

зників до контрольних значень були найефективнішими відносно каталази.

Так, на 1-у добу гепатиту активність СОД в СК і ТП достовірно збільшувалась

під впливом медгерму відповідно в 2,1 і 1,6 рази, а есенціале – на 26,3 і 35,4 %.

Водночас сполуки не здійснювали значного впливу на активність каталази,

спостерігалась тільки тенденція до зменшення токсичних властивостей галак-

тозаміну. Відновлення до контролю активності каталази на фоні введення мед-

герму і есенціале відбувалося в СК відповідно на 3-ю і 7-у доби, а в ТП – на 5-

у. Активність СОД дійшла до референтних значень під впливом нової БАР і
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референс-препарату в СК відповідно на 5-у та 12-у доби, в ТП – на 5-у та 7-у

доби. Таким чином, за ефективністю дії медгерм лише декілька перевищував

препарат порівняння. Враховуючи односпрямованість і практично однакову

виразність дії, можна дійти висновку про подібність механізму їх антиоксидан-

тної дії.

Резюмуючи отримані результати, можна стверджувати, що медгерм під-

вищує толерантність щурів до гепатотоксинів. Нова БАР певною мірою змен-

шує активацію процесів ліпідпероксидації і значно зберігає і відновлює систе-

му антиоксидантного захисту організму, гальмує процеси цитолізу та холестазу

при гострому токсичному гепатиті. Все це, в кінцевому підсумку, забезпечує

зменшення негативного впливу гепатотоксиканта на печінку. Таким чином,

медгерм має гепатозахисні властивості при гострому токсичному гепатиті.
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ВИСНОВКИ

У дисертації наведено нове вирішення актуального завдання фармаколо-

гії, яке полягає в експериментальному обґрунтуванні доцільності і перспектив-

ності застосування нової вітчизняної біологічно активної речовини – купрум-

оксіетилідендифосфонатогерманату (медгерму) як потенційного гепатопротек-

торного засобу.

1. У гострому експерименті встановлено, що медгерм належить до мало-

токсичних сполук (IV клас токсичності) при пероральному введенні (ЛД50

складала у мишей і щурів більше 2250,0 мг/кг) і помірно токсичних (ІІІ клас)

при внутрішньоочеревинному і підшкірному (відповідно у мишей ЛД50 знахо-

дилась у діапазонах 95,81¸131,28 і 145,66¸180,85, щурів — 45,81¸81,28 і

55,66¸90,85 мг/кг) застосуванні. Ця БАР при всіх шляхах введення немає висо-

кої потенційної небезпеки виникнення і розвитку отруєння та є не шкідливою

для людини. За даними вивчення підгострої, субхронічної та хронічної токсич-

ності, кумулятивних, місцевоподразнювальних і алергізуючих властивостей пі-

дтверджено низьку токсичність медгерму.

2. Аналіз загальнофармакологічних властивостей медгерму встановив,

що у достатньо високих дозах дозозалежно (1/40 > 1/80 ЛД50) мав депримую-

чий ефект на ЦНС, який характеризувався достовірним пригніченням загальної

рухової (переважно горизонтальної) та орієнтовано-дослідницької активності,

зменшенням емоційної реактивності і тривожності щурів у тесті «відкрите по-

ле». Анксіолітичні ефекти БАР підтверджувались і тим, що на фоні антагоніс-

тичної взаємодії з амфетаміном медгерм дозою 1/80 ЛД50 в 2,4 рази підвищував

протитривожну активність тварин, а також достовірно зберігав їх орієнтовано-

дослідницьку діяльність. Поряд з цим, виявлена його синергічна дія з попере-

дником серотоніну 5-окситриптофаном. Медгерм не викликав сну, міорелакса-

цію і порушення координації рухів у інтактних тварин. БАР (1/40 і 1/80 ЛД50)

не впливала на швидкість настання тіопенталового сну, проте достовірно ско-

рочувала його тривалість як за 30 хв, так і за 24 год до введення аналізатора,
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підсилюючи детоксикуючу функцію печінки. Медгерм також мав дозозалежну

(1/40 > 1/80 ЛД50) аналгетичну і антиексудативну (за циклооксигеназним шля-

хом) дію.

3. Курсове в/о введення медгерму інтактним тваринам здійснювало пев-

ний дозозалежний (1/40 > 1/80 ЛД50) вплив на активність маркерних ферментів

цитолізу і холестазу, інтегральні біохімічні показники (загальний білок, сечо-

вина, загальний білірубін і холестерин, глюкоза), вміст купруму та церулопла-

зміну у сироватці крові та печінці. Найбільш виразні зміни спостерігалися у го-

могенаті тканини печінки. При цьому медгерм не здійснював грубих незворот-

них патоморфологічних змін у тканинах паренхіматозних органів. Дозою 1/160

ЛД50 нова сполука не викликала достовірних змін досліджуваних показників.

4. Профілактично-лікувальне в/о введення медгерму (0,4 мг/кг) суттєво

підвищувало толерантність тварин до гепатоксиканту, про що свідчили 100 %

виживаність щурів, суттєве зменшення активності ферментів цитолізу та холе-

стазу, виразність змін інтегральних біохімічних показників, вміст купруму і

церулоплазміну у сироватці крові та тканині печінки, виразність морфогістохі-

мічних порушень у тканині печінки вже на 1-у добу розвитку галактозаміново-

го гепатиту. Відновлення цих показників до рівня контролю відбувалось у 2-5

разів швидше, ніж у групі нелікованих тварин, і в 1,5-2 рази порівняно з рефе-

ренс-препаратом есенціале (р<0,05).

5. Одномоментна багатопараметрова інтегральна оцінка змін у сироватці

крові та печінці інтактних тварин лазерною кореляційною спектроскопією ко-

релювала з біохімічними і морфологічними дослідженнями і дозволила вияви-

ти дозозалежний вплив медгерму (1/40 > 1/80 ЛД50). ЛКС-метрія гомогенату

печінки (вперше запропонована як спосіб оцінки ступеня її ураження) і сирова-

тки крові встановила, що медгерм суттєво запобігав (на 5-7-му доби), переви-

щуючи референс-препарат за виразністю дії і строкам відновлення, тим пато-

логічним зсував у ЛК-спектрах, що виявлялись при галактозаміновому гепатиті

і характеризувались як деструктивні та дистрофічні процеси.
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6. Гепатозахисний ефект медгерму на фоні гострого токсичного гепати-

ту реалізувався за рахунок того, що значно зберігав і відновлював ферментати-

вну і неферментативну складові антиоксидантного захисту організму тварин,

гальмував процеси цитолізу і холестазу,  певною мірою пригнічував процеси

ліпідопероксидації, а також запобігав збільшенню вмісту загального холесте-

рину в сироватці крові та печінці. Результати досліджень з вивчення токсико-

логічних і фармакодинамічних властивостей медгерму дозволяють рекоменду-

вати його в подальшому як потенційний ефективний і безпечний гепатопротек-

торний засіб.
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