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І.В. Данова 

Загальна характеристика роботи

Актуальність проблеми. В останні роки в розвинених країнах суттєво зростає асортимент харчових барвників [Бессонов В.В., 2010; Смоляр В.І., 2009, Amchova P. et al., 2015]. Більшість з них є синтетичними хімічними сполуками, систематичне вживання яких з харчовими продуктами може викликати алергічні захворювання, порушення зору, ураження печінки, нирок, шлунково-кишкового тракту, чинити мутагенну, канцерогенну, ембріо- та гонадотоксичну дію [Боднар І.В., Боднар Л.С., 2012; Кобзар А.Я. та ін., 2013; Lerner A., Matthias T., 2015]. У зв’язку з цим актуальним є дослідження безпечності харчових добавок для людини та оцінка їх комбінованої дії на організм, на чому наголошує Об’єднаний комітет експертів по харчовим добавкам при Продовольчій і сільськогосподарській організації ООН і Всесвітній організації охорони здоров’я (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives).

Поява нових харчових барвників обумовлена, принаймні, двома чинниками: іноваційністю ринкової пропозиції і новизною сприйняття споживачем [Зеленский В. Е., 2011]. Сьогодні цим вимогам відповідають речовини здатні до флуоресценції, зокрема 7‑гідроксикумарин (7-ГОК), запропонований для дизайну слабоалкогольних напоїв (САН). Про можливість безпечного використання 7‑ГОК в харчовій промисловості свідчать розповсюдженість сполуки в рослинах родини зонтичних (Umbelliferae) – моркві, петрушці, селері, коріандрі та ін. [Семенов А.А., 2000; A. Rayar and R. Manivannan, 2015] та токсикологічні властивості кумарину, оскільки 7‑ГОК є його основним, малотоксичним метаболітом в організмі людини [R. Singha et al., 2010; G. Kanimozhi et al., 2011; J. C. Gasparetto, 2015].
Аналіз наукової літератури свідчить про відсутність даних щодо комплексного дослідження токсичних властивостей 7‑ГОК. Перспективи використання 7‑ГОК в якості барвника для САН потребують всебічного токсикологічного дослідження та оцінки безпечності його застосування для здоров’я людини. Враховуючи те, що етиловий спирт (ЕС) може суттєво змінювати токсичні ефекти інших речовин за умов комбінованого застосування [Лукьянчук В.Д., Шпулина О.А., 2006; Калинина А.Г. и соавт., 2013; Boyes W.K. et al. 2014], необхідним є дослідження характеру комбінованої дії 7‑ГОК із ЕС.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана за основним планом науково-дослідних робіт ДП “Науковий центр превентивної токсикології, харчової та хімічної безпеки імені академіка Л.І. Медведя Міністерства охорони здоров’я України” по проблемі “Екогігєна і токсикологія”: “Наукове обґрунтування безпечності для здоров’я людини пестицидів та агрохімікатів, нових технологій, речовин, матеріалів, виробів, об’єктів довкілля, харчових продуктів та продовольчої сировини; розробка відповідних медичних критеріїв і показників (санітарних та епідеміологічних); санітарно-хімічна, токсиколого-гігієнічна оцінка, регламентація, нормування”, державний реєстраційний № 0112U001133.

Мета дослідження. Визначення характеру і особливостей токсичної дії 7‑ГОК і його комбінації з ЕС за умов одноразового і тривалого впливу на організм лабораторних тварин.

Завдання роботи: 
1. Визначити параметри гострої токсичності 7‑ГОК при пероральному та дермальному шляхах надходження до організму; подразнюючу дію на шкіру та слизову оболонку очей; сенсибілізуючу та імунотоксичну дію.
2. Дослідити кумулятивні властивості 7‑ГОК.
3. Дослідити токсикодинаміку 7-ГОК за умов одноразового та тривалого надходження до організму.
4. Визначити характер і особливості токсичної дії 7‑ГОК.
5. Вивчити характер та визначити тип комбінованої дії 7-ГОК та ЕС за умов гострого та підгострого експерименту.
Об’єкт досліджень. Характер токсичного впливу 7-ГОК на організм за умов ізольованої та комбінованої дії з ЕС, залежність “доза-час-ефект”.

Предмет досліджень. Гострі, підгострі та субхронічні інтоксикації, кумулятивна дія, токсикодинаміка, стан органів і систем організму лабораторних тварин за впливу 7-ГОК, комбінована дія 7-ГОК та ЕС, тип комбінованої дії.

Методи досліджень. Токсикологічні, фізіологічні, гематологічні, імунологічні, біохімічні, біофізичні, морфологічні та статистичні.

Наукова новизна отриманих результатів. Проведено дослідження стану організму лабораторних тварин  за умов ізольованої та комбінованої дії 7-ГОК та ЕС на органному, клітинному, субклітинному та молекулярному рівнях. Отримано нові дані щодо токсикодинаміки 7-ГОК та з′ясовано характер його токсичної дії за умов гострого, підгострого, субхронічного впливу на організм, визначено характер і тип комбінованої дії 7-ГОК та ЕС, що поглиблює уявлення про токсичні ефекти як 7-ГОК, так і 7-заміщених похідних кумарину.

Встановлено, що 7-ГОК за параметрами гострої пероральної та дермальної токсичності належить до малонебезпечних речовин, не проявляє вираженої видової і статевої варіабельності. 7-ГОК не подразнює шкіру, слабко подразнює слизові оболонки ока, не має сенсибілізуючих та імунотоксичних властивостей, проявляє слабку кумулятивну дію функціонального характеру. 

Показано, що 7-ГОК чинить політропну дію на організм щурів. Основними органами-мішенями є печінка, нирки та тонкий кишечник, вплив на які має чітку залежність "доза-час-ефект". 

Встановлено, що лімітуючими критеріями токсичної дії 7-ГОК за умов тривалого надходження в організм щурів є показники ліпідного та вуглеводного обміну, а також ураження кишкового тракту, при цьому, за показниками гепатотоксичності, самки більш чутливі до тривалого впливу досліджуваної речовини.

Показано, що за умов гострого та підгострого комбінованого впливу 7-ГОК і ЕС за більшістю досліджених показників спостерігається незалежний тип комбінованої дії. В окремі строки досліджень за гострої комбінованої дії 7-ГОК та ЕС за показниками, що характеризують функціональний стан нирок і печінки, встановлено антагонізм (за глюкозурією, зниженням вмісту сечовини в сечі, підвищенням вмісту холестерину в сироватці крові) та потенціювання (за зниженням кліренсу сечовини, підвищенням вмісту сечовини та активності лужної фосфатази (ЛФ) у сироватці крові). При підгострій комбінованій дії 7-ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг на 28 добу встановлено антагонізм за зниженням рівня глюкози в сироватці крові.

За результатами експериментальних досліджень науково обґрунтована орієнтовна допустима добова доза (ДДД) 7-ГОК для людини на рівні 0,2 мг/кг.
Практична значимість отриманих результатів. Матеріали роботи будуть використані при наданні висновку щодо можливості використання 7‑ГОК в якості харчового барвника для САН.

Результати дисертаційної роботи впроваджені в навчальний процес медичного факультету № 4 Національного медичного університету імені  О. О. Богомольця, кафедри гігієни та екології Буковинського державного медичного університету, Навчально-наукового центру "Інститут біології" Київського національного університету ім. Т. Г. Шевченка, кафедри гігієни і екології людини Національної медичної академії післядипломної освіти ім. П. Л. Шупика.

Особистий внесок здобувача. Здобувачем особисто проаналізовано вітчизняну та зарубіжну літературу з проблеми, самостійно сформульовано методологію проведення досліджень. У дисертації викладені результати експериментальних (токсикологічних, фізіологічних, гематологічних, біохімічних, біофізичних) та теоретичних досліджень, які автор провів особисто. Самостійно виконано статистичну обробку одержаних даних, проаналізовано та узагальнено результати роботи, сформульовані висновки.

Патоморфологічні дослідження внутрішніх органів тварин проведені спільно з  к.б.н. Н.О. Карпезо та науковим співробітником О.В. Решавською. 

Дослідження біохімічних показників за умов субхронічного експерименту проведені за консультативною допомогою к.б.н. О.М. Філінської, к.б.н. І.В. Харчук, к.б.н. С.В. Яблонської. 

Апробація результатів дисертації. Результати досліджень оприлюднено на науково-практичній конференції “Проблеми діагностики, профілактики та лікування екзогенних та ендогенних інтоксикацій” (Україна, м. Чернівці, 2009); міжнародній науково-практичній конференції “Сучасні проблеми профілактичної медицини”, присвяченій 80-річчю з дня народження академіка Є.Г. Гончарука (Україна, м. Київ, 2010); конференції “Безпека середовища життєдіяльності людини: екологічні, медичні та економічні аспекти” (Україна, м. Ялта, 2011); ІІІ з’їзді токсикологів України “Сучасні проблеми токсикології. Безпека їжі та середовища життєдіяльності людини” (Україна, м. Київ, 2011); XV з’їзді гігієністів України (Україна, м. Львів, 2012); VI міжнародному симпозіумі з біоетики “Етичні проблеми профілактичної медицини: вплив довкілля, харчування та умов праці на здоров’я населення” (Україна, м. Київ, 2012), VІI науково-практичному семінарі з міжнародною участю "Экономічна безпека держави та науково-технологічні аспекти її забезпечення" (Україна, м. Київ, 2014).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 14 наукових робіт: 8 статей, з яких  4 – у наукових фахових виданнях, включених до переліку, затвердженого Міністерством освіти і науки України,  1 – у зарубіжному виданні, 3 – у інших наукових виданнях України,  та 6 робіт у матеріалах та тезах науково-практичних конференцій і з′їздів.

Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено на 226 сторінках. Вона складається із вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, 4-х розділів результатів власних експериментальних досліджень, розділу аналізу і узагальнення результатів, висновків, практичних рекомендацій та списку використаних джерел, що включає 223 роботи, з них 188 – в іноземних виданнях. Роботу проілюстровано 44 таблицями та 16 рисунками.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи досліджень. У роботі використано 7‑ГОК 99,0 % Sigma-Aldrich (США), ЕС ректифікований 96,5 % (ДСТУ 3099-95). Дослідження проведено на 370 статевозрілих щурах Wistar, 20 мишах альбіносах, 20 мишах С57BL, 6 кролях, 24 мурчаках згідно вимог біоетики (Європейська конвенція про захист хребетних тварин, що використо​вуються для дослідних та інших наукових цілей, 1986 р.; Закон України № 3447-IV “Про захист тварин від жорстокого поводження”, 2006).

Гостру токсичність 7-ГОК при пероральному надходженні досліджено на щурах Wistar та білих мишах, дермальному – на щурах Wistar, подразнюючу дію на шкіру та слизову оболонку ока – на кролях; визначено коефіцієнти варіабельності видової та статевої чутливості тварин до дії 7‑ГОК за загальноприйнятими в токсикології методами [Каспаров А.А., Саноцкий И.В., 1968]. Сенсибілізуючі властивості 7‑ГОК оцінювали на мурчаках альбіносах за методом [Magnusson B. and Kligman A.M., 1969] з використанням ад’юванта Фрейнда, імунотоксичні – на мишах С57BL за реакцією гіперчутливості сповільненого типу [Descotes G., 1987]. Кумулятивну дію 7-ГОК досліджено на щурах (самцях, самках) за методом Ліма [Lim R.K.S., 1961]. 
У гострому експерименті досліджували ізольований вплив 7‑ГОК, ЕС та їх комбінації у дозах 5000 мг/кг і 6000 мг/кг відповідно (1/2 ЛД50). ЕС вводили у вигляді 60 % за масовою часткою (м/м) водного розчину. Тривалість етанолового сну оцінювали за умов ізольованого введення ЕС, комбінованого перорального введення ЕС з 7‑ГОК у зазначених дозах, та за умов сумісного введення ЕС внутрішньоочеревинно (4500 мг/кг у вигляді 25 % (м/м) водного розчину [Пурсанов К.А. и соавт., 2009]) і 7‑ГОК перорально (5000 мг/кг). У динаміці (3 год., 1, 3, 7 діб) досліджували біохімічні показники СК та сечі, інтенсивність перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) у паренхімі печінки, масу печінки та нирок.
Підгострий вплив (упродовж 28 діб) досліджено при пероральному ізольованому введенні 7‑ГОК у дозах 200 і 20 мг/кг, ЕС у дозі 750 мг/кг у вигляді 7,5 % (м/м) водного розчину, що відповідає його максимальному вмісту в САН, та комбінацій ЕС з 7‑ГОК у відповідних дозах. Стан центральної нервової системи (ЦНС), печінки, нирок та підшлункової залози досліджено в динаміці – через 14 та 28 діб. 
Субхронічна токсичність 7‑ГОК досліджена на щурах обох статей при пероральному введенні упродовж 3-х міс. у дозах 20, 50, 200, 500 мг/кг (1/500, 1/200, 1/50 та 1/20 ЛД50 відповідно). Вплив 7‑ГОК досліджували через 1, 2 і 3 міс. експозиції та, за дії максимальної дози, через 1 міс. відновного періоду.

Токсикодинаміку за умов гострого, підгострого, субхронічного впливу 7‑ГОК та його комбіновану дію з ЕС визначали загальноприйнятими методами в токсикології. Вплив на ЦНС досліджено з використанням тестів “приземлення на задні кінцівки” [Massaro E.M., 2002], “відкрите поле” [Буреш Я. та співавтори, 1991] та “норковий рефлекс” [модифікація Перехрестенко В.А., 1987]. Стан системи перифери-чної крові визначали за допомогою уніфікованих клініко-лабораторних методів [Меньшиков В.В., 2002], міокарду – за показниками електро-кардіограми щурів у другому стандартному відведенні [Орлов В.Н., 2001].
Функціональний стан печінки досліджено за біохімічними та біофізичними показниками. У СК визначали: активність аланінаміно​транс​ферази (АлАТ) (К.Ф. 2.6.1.2), аспартат-амінотрансферази (К.Ф. 2.6.1.1), ЛФ (К.Ф. 3.1.3.1); лактатдегідрогенази (К.Ф. 1.1.1.27), α‑амілази (К.Ф. 3.2.1.1), концентрацію загального білка, глюкози, сечовини, креатиніну, холестерину, тригліцеридів (ТГ), хлоридів з використанням тест-наборів виробництва фірми “Філісіт-діагностика” (Україна) [Камышников В.С., 2011]. Стан монооксигеназної гідроксилюючої системи печінки (МОГС) щурів оцінювали в експерименті по дослідженню кумулятивної дії 7-ГОК за інтенсивністю N-деметилюючої та денітрозуючої активності цитохромів Р 450 мікросомальної фракції печінки [D.A. Haugen, M.S. Coon, 1976; Tu Y.Y., Yang Ch.S., 1983]. Методом електронного парамагнітного резонансу на радіоспектрометрі “Varian E 109” (США) вивчали стан парамагнітних центрів в паренхімі печінки щурів [Сидорик Е.П., Мельников О.Р., 2006] за інтенсивністю сигналів, що характеризують цитохром Р 450, Mn2±-вміщуючі білки ендоплазматичного ретикулуму, Cu2±-вміщуючі білки, мітохондріальні убіхінони та флавопротеїни, мітохондріальну сульфітоксидазу у відновленому стані з атомом Мо7± в активному центрі, ксантиноксидазу, залізо-сірчані білки. Стан процесів ПОЛ (в дослідженнях одноразової ізольованої і комбінованої дії 7-ГОК і ЕС) оцінювали за спонтанним та аскорбат-залежним утворенням малонового діальдегіду (МДА) [Гацко Г.Г. та співавт., 1982] у паренхімі печінки. Як показник мембранотропної активності визначали ферментативну активність плазматичних мембран гепатоцитів щурів у субхронічному експерименті через 3 міс. впливу 7‑ГОК у всіх досліджених дозах: 5′-нуклеотидазну [Matlied M.A. et al., 1974], екто-АТФазну [Heine P., et al.,1999], Mg2+,Ca2+-АТФазну [Emmelot P., Bos J., 1966], Nа+,K+‑АТФазну [Pressley T.A. еt al., 1986]. Вивчали основні показники функціонального стану нирок: діурез при водному навантаженні, питому вагу та рН сечі. Вміст сечовини, білка, глюкози, хлоридів в сечі [Камышников В.С., 2011] визначали за допомогою тест-наборів фірми “Філісіт-діагностика”. Розраховували кліренс сечовини за хвилину. Визначали абсолютну та відносну масу головного мозку, легень, серця, тимуса, печінки, нирок, надниркових залоз, селезінки, шлунка, гонад. Проводили макроскопічне та гістопатологічне дослідження тканин внутрішніх органів, включаючи шлунок, тонкий та товстий кишечник [Коржевский Д.Э., Гиляров А.В., 2010]. Отримані в експерименті дані оброблені з використанням стандартного пакету програмного забезпечення Microsoft® Оffice Excell 2003 [Лапач С.Н., 2001]. Визначали середнє значення вибірки (
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), похибку репрезентативності (S
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), критерій Ст’юдента-Фішера (t), вірогідність помилки (р). Різницю вважали достовірною при p<0,05. Визначення типу комбінованої дії 7‑ГОК та ЕС здійснювали з урахуванням ймовірнісних аспектів дивізивним методом при рівні значимості α=0,05 [Антомонов М.Ю., 2006]. 

Результати власних досліджень. Гостра токсичність, подразнюючі та сенсибілізуючі властивості, імунотоксичність, кумулятивна дія 7‑ГОК. Встановлено, що 7‑ГОК при пероральному та дермальному шляхах надходження в організм відноситься до малонебезпечних сполук (4 клас небезпечності, ГОСТ 12.1.007-76), міжвидова та статева варіабельність за гострої токсичної дії речовини не виражена (табл. 1).
Гостра пероральна інтоксикація 7‑ГОК у щурів та мишей характеризується загальним пригніченням тварин, призводить до розвитку катарального гастриту серозно-слизової форми у початковій стадії. 

Таблиця 1
Гостра токсичність 7-гідроксикумарину
	Шлях надходження
	Вид тварин
	ЛД50, мг/кг

	перорально
	миші (самці)
	> 10000

	
	щури (самці, самки)
	> 10000

	епікутанно
	щури (самці, самки)
	> 2 500


7‑ГОК не подразнює шкіру, слабко подразнює слизову оболонку ока, не проявляє сенсибілізуючих та імунотоксичних властивостей. За результатами реакції гіперчутливості сповільненого типу на мишах лінії С57BL коефіцієнт вираженості імуносупресивного впливу КІ = 1,18.
При дослідженні кумулятивних властивостей 7‑ГОК клінічних ознак інтоксикації та загибелі тварин не спостерігалось, коефіцієнт кумуляції ККУМ > 4,0, що свідчить про слабку кумулятивну дію. Гепатотоксична дія 
7-ГОК проявлялася у щурів обох статей порушенням ліпідного обміну (підвищення вмісту холестерину на 26,9 %, р<0,05), вуглеводного обміну (зниження концентрації глюкози в СК на 22,8 %, р<0,05), слабким інгібуванням МОГС печінки (зниження інтенсивності N-деметилювання 
на 28 % – до 0,34±0,06 нМ HCHO/мг білка · хв., у контролі – 
0,47±0,07 нМ HCHO/мг білка · хв., р<0,05), вмісту цитохрому Р 450 (у контролі – 1,00±0,12 ум.од., у досліді – 0,76±0,14 ум.од., р<0,05) та інтенсифікацією процесів фосфорилювання (збільшення сигналу парамагнітних Mn±2-центрів в тканинах печінки (в контролі – 1,00±0,17 ум. од., в досліді – 1,24±0,08 ум. од., р<0,05); підвищенням маси печінки самців (на 17,4 %, р<0,05) без видимих гістоморфологічних змін тканин органу. Нефротоксична дія характеризувалася метаболічними порушеннями – підвищенням концентрації сечовини в СК (на 18,8 %, р<0,05) і зниженням її в сечі (на 24,9 %, р<0,05), та функціональними – посиленням діурезу на 93-128 % (р<0,05), збільшенням питомої ваги на 2,9 % (р<0,05), концентрації хлоридів на 160,4 % (р<0,05), зменшенням рН сечі на 23,8 % (р<0,05). Патоморфологічних змін тканин нирок не виявлено. Гістологічно встановлено враження шлунково-кишкового тракту: в шлунку – слизоутворення, десквамація поверхневих клітин, інфільтрація лімфоїдноклітинними елементами у власній пластині слизової оболонки, моноцелюлярні некрози головних і парієтальних клітин; у тонкому кишечнику частини щурів – десквамація крайового епітелію, інфільтрація лімфоїдноклітинними елементами у власній пластині слизової оболонки, повнокров’я капілярів ворсинок.
Токсикодинаміка 7‑ГОК за умов субхронічної інтоксикації. Дослідження впливу 7‑ГОК у діапазоні доз 20-500 мг/кг встановило, що за дії речовини в дозах 50-500 мг/кг основними органами‑мішенями токсичної дії є печінка, нирки та кишечник. Вплив на ЦНС, систему периферичної крові, легені, серце був менше виражений. 
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Порушення функцій і структури печінки виявлено в діапазоні доз 50‑500 мг/кг, залежало від дози і часу дії, було більш вираженим у самок щурів, ніж у самців. У самок (рис. 1) за дії дози 500 мг/кг в усі строки дослідження знижувався рівень глюкози в СК (максимально на 52,7 %, р<0,05) та підвищувався – ТГ (максимально на 136 % через 1 міс., р<0,05). Через 2 і 3 міс. – збільшувався вміст сечовини (максимально на 38,0 %, р<0,05), через 3 міс. – активність ферментів – АлАТ (на 52,8 %, р<0,05) і ЛФ (на 38,1 %, р<0,05) у СК. У відновний період залишалися достовірно підвищеними вміст ТГ (на 45,5 %) та концентрація сечовини в СК (на 69 %). 

 Рис. 1. Динаміка змін (%) біохімічних показників CК самок щурів за субхронічної дії 7-ГОК (1, 2, 3 місяці). Примітка. * – р < 0,05.

7‑ГОК у дозі 200 мг/кг викликав зниження рівня глюкози у СК (на 50,3 %, р<0,05) тільки через 1 міс. впливу. Упродовж всієї експозиції підвищувався вміст ТГ (максимально на 140 %, через 1 міс., р<0,05), через 3 міс. зростала активність АлАТ (на 39,8 %, р<0,05), ЛФ (на 22,3 %, р<0,05), концентрація сечовини (на 31 %, р<0,05) у СК. Досліджувана речовина в дозі 50 мг/кг викликала підвищення концентрації ТГ через 2 та 3 міс. (на 21,1 % і 43,1 % відповідно, р<0,05), активності АлАТ у СК через 3 міс (на 36,1 %, р<0,05).

У самців, на відміну від самок, достовірних змін концентрації ТГ у СК не виявлено. У дозі 500 мг/кг концентрація глюкози зменшувалася тільки через 1 міс. (на 34,4 %, р<0,05). Через 2 і 3 міс. підвищувалась активність АлАТ (на 54,1 % і 59,7 % відповідно, р<0,05). У кінці введення достовірно зростали активність ЛФ (на 54,9 %), концентрація сечовини (на 50,4 %) і залишались підвищеними (на 48,9 % та 65 % відповідно) після відновного періоду. 

У дозах 200 і 50 мг/кг встановлено зниження концентрації глюкози у СК через 1 міс. на 64,3 % і 58,2 % відповідно (р<0,05). Отримані дані свідчать про те, що 7-ГОК у високих дозах призводить до порушення вуглеводного і ліпідного обміну, підвищує активність маркерних ферментів гепатоцитотоксичності. Через 3 міс. впливу 7-ГОК у дозі 500 мг/кг спостерігалось зниження активності мембранозв’язаної Na+,K+-АТФази гепатоцитів (на 18 %, р<0,05), що може свідчити про порушення ліпідного матриксу мембрани. 

Морфологічні зміни печінки були дозозалежні, більше виражені у самок, мали зональний характер – у тварин обох статей вражалась переважно перипортальна зона печінкової часточки. У самок зміни охоплювали і центральну зону часточки. Виявлено помірну жирову вакуолізацію гепатоцитів, їх гіпертрофію та, подекуди, еозинофільність; звуження синусоїдних гемокапілярів, переповнення їх форменими елементами крові. Зміни були зворотними.

Нефротоксична дія 7‑ГОК проявлялася дозозалежно в дозах 50‑500 мг/кг через 3 міс. експозиції. У зазначеному діапазоні доз посилювалася протеїнурія у самців (максимально на 200 %, р<0,05) і самок (максимально на 433 %, р<0,05); pH сечі у самок знижувався на 15 % (р<0,05). У самців рН сечі знижувався на 11 % (р<0,05) лише за дії максимальної дози. Гістопатологічними дослідженнями за дії 7‑ГОК у дозах 200 і 500 мг/кг встановило зморщення частини судинних клубочків, деструктивно-дистрофічні зміни епітелію проксимальних та дистальних канальців. Порушення функції та структури нирок мали зворотний характер.
Дозозалежні зміни структури тонкого кишечника спостерігалися за впливу 7‑ГОК у дозах 50-500 мг/кг, не залежали від статі щурів, були зворотними. За дії максимальної дози встановлено зменшення глибини кишкових крипт, видовження ворсинок з ознаками застою у кровоносному, лімфатичному руслі та елементами запальних змін, що може свідчити про локальне зниження обмінних процесів [Аруин Л.И., Капуллер Л.Л., Исаков В.А., 1998; Хендерсон Д.М., 1999]. 

Токсичний вплив 7-ГОК на ЦНС виявлено в дозах 200 і 500 мг/кг. Встановлено (р<0,05) посилення тривожності тварин у відкритому полі, про що свідчило достовірне зростання кількості фрізінгів (максимально у самців – на 210 %, у самок – на 102 %) та скорочення тривалості грумінгу (у самців – удвічі, у самок – на 66 %). Пригнічувалася рухово-дослідницька активність щурів у відкритому полі: горизонтальна (ГА) – максимально на 81 %, вертикальна (ВА) – на 90 %. 
Кардіотоксична дія 7-ГОК проявлялась у самців – у дозах 
50-500 мг/кг, у самок – 200-500 мг/кг, слабкими зворотними дистрофічними змінами кардіоміоцитів. 
Вплив на систему периферичної крові за дії 7‑ГОК, виявлений в дозі 500 мг/кг у щурів обох статей, характеризувався транзиторною гіпохромною анемією, про що свідчило зниження середнього вмісту гемоглобіну в еритроциті на 8,4 % через 1 міс., концентрації гемоглобіну в крові (на 12,4 %) та кількості еритроцитів (на 8,6 %) через 2 міс. 
7‑ГОК у дозі 500 мг/кг викликав потовщення міжальвеолярних перегородок легень щурів обох статей, що мало зворотний характер.
Вплив 7​-ГОК в дозі 20 мг/кг не викликав достовірних змін досліджених показників.

Таким чином, при субхронічному пероральному надходженні в організм щурів самців та самок 7‑ГОК чинить дозозалежну політропну дію з переважним ураженням печінки, нирок, тонкого кишечника. Особливістю токсичної дії 7‑ГОК є вплив на вуглеводний та ліпідний обмін, гістоморфологічні порушення в кишечнику. Лімітуючими для токсичної дії 7‑ГОК є показники обміну вуглеводів і ліпідів (вміст глюкози і ТГ у СК). На підставі встановлених закономірностей токсикодинаміки 7-ГОК за субхронічної пероральної дії на організм щурів встановлено недіючу дозу – 20 мг/кг.
Комбінована дія 7‑гідроксикумарину та етилового спирту за умов гострого та підгострого впливу на організм. Дослідження токсикодинаміки гострої дії 7‑ГОК дозволило встановити, переважно, нефротоксичний вплив: зниження діурезу (3 год., на 50 %, p<0,05), збільшення маси нирок (24 год., на 25 %, p<0,05), глюкозурію (максимально через 24 год. – 5,17±0,64 мМ/л, у контрольних тварин – 0; p<0,05), зниження в СК концентрації глюкози (24 год. – на 16 %, p<0,05), збільшення концентрації сечовини (3 доби – на 14 %, p<0,05), зниження її концентрації у сечі (24 год. – на 18 %, 3 доби – на 36 %, p<0,05) та її хвилинного кліренсу (3 доби – на 55 %, p<0,05). Зменшення вмісту глюкози в СК при значній екскреції її з сечею свідчить про порушення її реабсорбції у нирках щурів через 24 години [Булекбаева Л.Э., 2012; Молодых О.П., 2011], зниження кліренсу сечовини свідчить про порушення азотовидільної функції нирок.
На 7 добу дослідження змін показників функціонального стану нирок не виявлено. Гепатотоксична дія 7‑ГОК за гострої інтоксикації не виражена. Дослідження ПОЛ у паренхімі печінки встановило суттєве пригнічення фонового вмісту (на 74,7 %), спонтанного (на 71,8 %) та аскорбат-залежного (на 76,0 %) утворення МДА через 24 год (p<0,05). 

Гостра інтоксикація ЕС у дозі 6000 мг/кг характеризувалася наркотичним сном тривалістю 47,6 ±7,3 хв., гепатотоксичною дією – збільшенням відносної маси печінки (24 год., на 17 %, p<0,05), концентрації холестерину та ТГ (7 діб, на 24 % і 31 % відповідно, p<0,05), зменшенням – загального білка (7 діб, на 9,8 %, p<0,05) у СК. Про дисфункцію нирок свідчило зниження діурезу (3 год., на 87 %, p<0,05), слабка глюкозурія (3 год., 0,05±0,03 мМ/л, у контролі – 0; p<0,05), збільшення відносної маси нирок (24 год. – на 11 %). Одержані дані щодо гострої токсичності ЕС узгоджуються з даними літератури [О.І. Харченко, 2006]. 

За комбінованого гострого перорального впливу 7‑ГОК та ЕС тривалість етанолового сну скорочувалася на 60 % (18,7±6,7; р<0,05), ймовірно, внаслідок порушення процесів абсорбції ЕС у шлунково-кишковому тракті, оскільки впливу 7​‑ГОК на тривалість сну при внутрішньоочеревинному введенні ЕС не виявлено. Про гепатотоксичний вплив комбінації 7‑ГОК із ЕС свідчило збільшення абсолютної (на 15 %, p<0,05) та відносної (на 17 %, p<0,05) маси печінки через 24 год., підвищення активності ЛФ (через 24 год. – на 21 %, 3 доби – на 31 %, p<0,05). Дисфункція нирок проявлялася через 3 год. зниженням діурезу (на 80 %, p<0,05) та слабкою глюкозурією (1,01±0,001 мМ/л, у контролі – 0); 24 год. – зниженням концентрації глюкози в СК (на 12,7 %, p<0,05), підвищенням концентрації сечовини в СК (на 43 %, p<0,05) при зменшенні її концентрації в сечі (на 16 %), що відображало зменшення кліренсу сечовини (на 47 %, p<0,05). Відновлення досліджених показників відбувалось раніше, ніж за ізольованої дії ЕС. Пригнічення ПОЛ за утворенням МДА в паренхімі печінки було менше вираженим ніж за ізольованої дії 7‑ГОК – через 24 год. фоновий вміст, спонтанне та аскорбат-залежне утворення МДА зменшувалось на 37,8 %, 58,3 % та 67,5 % відповідно (p<0,05).
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Одержані дані свідчать про відсутність суттєвого посилення токсичної дії речовин за комбінованої дії на рівні токсичних доз. Дивізивним методом підтверджено переважно незалежний тип комбінованої гострої токсичної дії 7‑ГОК та ЕС на організм щурів самок при заданому рівні значимості. За підвищенням концентрації сечовини у СК і зниженням кліренсу сечовини (24 год.), підвищенням активності ЛФ у СК (24 год. та 3 доби) (рис. 2) виявлено потенціювання токсичної дії. За глюкозурією (24 год.), зниженням концентрації сечовини в сечі (3 доби), підвищенням рівня холестерину в СК (7 діб) встановлено антагонізм. Відновлення показників відбувалось швидше ніж за ізольованої дії ЕС. 
За підгострої ізольованої дії 7-ГОК у дозі 20 мг/кг не чинив токсичного впливу на організм щурів. У дозі 200 мг/кг 7-ГОК через 28 діб виявлено достовірне зниження концентрації глюкози (на 32,4 %) та підвищення концентрації ТГ у СК (на 51 %), характерне для даної речовини. 
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Рис. 2. Динаміка кліренсу сечовини та активності ЛФ у СК (%) щурів самок за гострої дії 7-ГОК (5000 мг/кг), ЕС (6000 мг/кг) та їх комбінації.

Примітки. 1. * – р <0,05. 2. П – потенціювання токсичної дії.
Ізольований вплив ЕС у дозі 750 мг/кг викликав достовірне пригнічення рухової та дослідницької активності щурів вже через 14 діб (зниження ГА – на 60 %, ВА – на 75 %, норкового рефлексу – на 47 %) та 28 діб (подовження латентного періоду руху в 2,4 рази, зниження ГА та ВА на 70 %, пригнічення норкового рефлексу на 42 %), тварини переховувалися у справжній нірці в 2,3 рази частіше. Виявлено ознаки дисфункції печінки, підшлункової залози, нирок: підвищення активності 
α-амілази (14 діб – на 20,3 %), ЛФ (28 діб – на 9,4 %), концентрації сечовини (14 діб – на 17,5 % ) у СК, зниження концентрації сечовини в сечі через 14 діб (на 25,7 %) та 28 діб (на 13,6 %), (p<0,05).
Комбінований вплив 7-ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС (750 мг/кг) викликав характерне для ізольованої дії ЕС пригнічення ЦНС – зростала частота відвідувань справжньої нірки (28 діб – у 4 рази), латентний періоду руху (14 діб – на 84 %), пригнічувалися ГА (14 діб – на 63 %, 28 діб – на 50 %), ВА (14 діб – на 83,3 %), норковий рефлекс (14 діб – на 41,1 %, 28 діб – на 65 %), (p<0,05). Дослідження СК встановило підвищення активності АсАТ (14 діб – на 14 %, p<0,05), α‑амілази (14 діб – на 31,5 %, 28 діб – на 20,5 %, p<0,05) та концентрації сечовини (14 діб – на 21,3 %, 28 діб – на 18,1 %, p<0,05). В сечі зменшувалася концентрація сечовини (14, 28 діб – близько 12 %, p<0,05). 
Комбінований вплив 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг з ЕС у дозі 750 мг/кг також викликав достовірне пригнічення ГА тварин (14 діб – на 59 %, 28 діб – на 46,3 %), ВА (14 діб – на 83,3 %), норкового рефлексу (14 діб – на 53,3 %; 28 діб – на 73,5 %). Щури переховувались у справжній нірці частіше (28 діб – у 3,3 рази). За показниками функціонального стану нирок і підшлункової залози зміни виявлено тільки через 14 діб: підвищення концентрації сечовини (на 18,7 %) і активності α‑амілази (на 22,3 %) у СК; зниження концентрації сечовини (на 15,9 %) в сечі (p<0,05). 
Отримані дані свідчать, що підгострий вплив обох комбінацій 7‑ГОК (у дозах 20 мг/кг та 200 мг/кг) з ЕС (750 мг/кг) є подібним за характером токсичної дії та обумовлений, значною мірою, ефектами ЕС (пригнічення поведінкових реакцій щурів, дисфункція нирок та підшлункової залози). За дії 7‑ГОК (20 мг/кг) із ЕС, порівняно з комбінацією з вищою дозою, вплив на ЦНС, стан нирок і підшлункової залози був дещо менше вираженим. 
Потенціювання токсичної дії за умов комбінованого підгострого впливу 7​-ГОК у кожній дослідженій дозі з ЕС не виявлено. За токсичним ефектом 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг (зниження концентрації глюкози в СК через 28 діб) встановлено антагонізм, за іншими дослідженими показниками – незалежний тип комбінованої токсичної дії. 

Виходячи з отриманих даних, недіюча доза (NOEL) 7-ГОК у субхронічному експерименті на щурах – 20 мг/кг за впливом на печінку, нирки та тонкий кишечник. Оскільки в дозі 50 мг/кг виявлені незначні порушення функції і гістоструктури печінки і нирок, то в хронічному експерименті можна прогнозувати NOEL на рівні 20 мг/кг. На користь цього свідчать дані досліджень хронічної токсичності кумарину на бабуїнах (NOEL – 22,5 мг/кг), оскільки кумарин в організмі приматів на 70 % метаболізує до 7-ГОК [S.L. Born et al., 2003; J. C. Gasparetto et al., 2015], який і обумовлює, в даному випадку, токсичний вплив на організм. Враховуючи те, що віддалені ефекти кумарину не є лімітуючими при оцінці його небезпечності та дані літератури щодо антиканцерогенної та aнтимутагенної дії 7-ГОК [T.N. Stefanova et al., 2007; N. Selvaraj et al., 2015; Yu S.M. et al., 2015] можна прогнозувати, що за дії 7-ГОК віддалені ефекти також не будуть лімітуючими. Виходячи з прогнозованої величини NOEL 7-ГОК для щурів в хронічному експерименті 20 мг/кг і коефіцієнта запасу 100, допустима добова доза 7-ГОК для людини становитиме 0,2 мг/кг або 12 мг/добу на 60 кг маси тіла.

Висновки

У дисертаційній роботі наведено рішення актуальної наукової задачі, що полягає в експериментальному визначенні характеру і особливостей токсичної дії на організм перспективного харчового барвника 7-ГОК за умов ізольованого та комбінованого впливу з ЕС, з’ясуванні статевої та видової чутливості, залежності “доза-час-ефект”, типу комбінованої дії. 

1. Згідно ГОСТ 12.1.007-76, 7-ГОК за параметрами гострої пероральної та дермальної токсичності належить до 4  класу небезпечності, видова і статева чутливість не виражені; не подразнює шкіру, слабко подразнює слизову оболонку очей, не проявляє сенсибілізуючої та імунотоксичної дії. Кумулятивні властивості 7-ГОК слабо виражені, характеризуються переважним нефро- та гепатотропним впливом, незначним інгібіюванням МОГС печінки.

2. Основним  у характері гострої токсичної дії 7-ГОК за перорального надходження  у дозі 5000 мг/кг є порушення функції нирок, що проявляється глюкозурією (5,17 ± 0,64 мМ/л, у контролі – 0), яка супроводжується зниженням глікемії (на 15,5 %) та кліренсу сечовини (на  62 %). У тканинах  печінки встановлено зменшення спонтанного та аскорбат-залежного утворення МДА на 72-76 %.

3. За субхронічного впливу 7-ГОК в дозах 50, 200 та 500 мг/кг чинить політропну дію, основними органами мішенями токсичної дії є печінка, нирки, тонкий кишечник. Лімітуючими показниками токсичної дії є зниження глікемії та підвищення вмісту тригліцеридів у сироватці крові. Недіючий рівень 7-ГОК для щурів – 20 мг/кг. 

4. Гепатотоксична дія 7-ГОК за умов уведення впродовж трьох місяців характеризується дозозалежним зниженням рівня глюкози (максимально на 64 %) та підвищенням концентрації тригліцеридів (лише у самок, максимально на 141 %) у сироватці крові, гіпертрофією та помірною жировою дистрофією гепатоцитів. Нефротоксична дія проявляється дозозалежним підвищенням вмісту сечовини в сироватці крові, порушенням фільтраційної функції нирок (підвищення вмісту білка у сечі самок до 433 % і самців – до 200 %), гістопатологічними змінами адаптивного характеру. 

5. 7-ГОК при пероральному надходженні викликає зміни слизової оболонки шлунково-кишечного тракту піддослідних тварин: запальні – за умов гострої інтоксикації,  дистрофічні –  за тривалого впливу.

6. За умов гострої та підгострої сумісної експозиції 7-ГОК і ЕС за показниками функціонального стану мішеней токсичного впливу кожної з речовин (центральна нервова система, печінка, нирки) встановлено переважно незалежний тип комбінованої дії. За гострої комбінованої дії в окремі строки досліджень виявлено антагонізм за глюкозурією, зниженням вмісту сечовини в сечі, підвищенням вмісту холестерину у сироватці крові та потенціювання за зниженням кліренсу сечовини, підвищенням вмісту сечовини і активності ЛФ у сироватці крові. За умов підгострої сумісної дії 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг на 28 добу встановлено антагонізм за зниженням концентрації глюкози в сироватці крові.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Для діагностики та вибору комплексу лікувально-профілактичних заходів за умов гострої та хронічної інтоксикації 7‑ГОК можуть бути використані показники, що характеризують функціональний стан печінки та нирок. 
Результати роботи є основою для прогнозування хронічної токсичності 7‑ГОК і будуть використані у подальших токсиколого-гігієнічних дослідженнях щодо оцінки його небезпечності для здоров’я людини. 
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Анотація

Зінов’єва М.Л. Токсичні властивості 7-гідроксикумарину та його комбінована дія з етиловим спиртом (експериментальні дослідження). 
– Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 14.03.06. – токсикологія. – ДУ "Інститут фармакології та токсикології НАМНУ України", Київ, 2016.

Досліджено токсичну дію 7-гідроксикумарину (7‑ГОК), запропо-нованого в якості барвника для слабоалкогольних напоїв, у залежності від дози та тривалості надходження в організм лабораторних тварин за умов ізольованого та комбінованого з етиловим спиртом (ЕС) впливу. Встановлено, що 7-ГОК відноситься до малотоксичних сполук (ГОСТ 12.1007-76); не подразнює шкіри, слабко подразнює слизову ока; не викликає сенсибілізуючої та імунотоксичної дії.  7-ГОК властива слабка функціональна кумуляція. Гостра інтоксикація 7‑ГОК викликає зниження рівня глюкози в сироватці крові (СК), глюкозурію, зниження кліренсу сечовини; катаральне запалення шлунка. За підгострого (28 діб) введення 7‑ГОК (200 мг/кг) щурам встановлено зниження концентрації глюкози та підвищення – тригліцеридів у СК; недіюча доза – 20 мг/кг. Субхронічний вплив (3 місяці) 7‑ГОК (20-500 мг/кг) на організм щурів є політропним з переважним ураженням печінки, нирок, кишечника, характеризується зниженням глікемії, гіпертригліцеридемією, дистрофічними змінами слизової тонкого кишечника. Недіюча доза – 20 мг/кг.  Дослідження гострого та підгострого впливу комбінації 7‑​ГОК із ЕС дозволило встановити переважно незалежний тип комбінованої дії, у окремих випадках – антагонізм або потенціювання.
Ключові слова: 7-гідроксикумарин, етиловий спирт, гострий, кумулятивний, підгострий, субхронічний вплив, токсикодинаміка, комбінована дія.
Аннотация

Зиновьева М.Л. Токсические свойства 7-гидроксикумарина и его комбинированное действие с этиловым спиртом (экспериментальные исследования). – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 14.03.06. – токсикология. – ГУ “Институт фармакологии и токсикологии НАМН Украины", Киев, 2016.

Диссертация посвящена исследованию характера и особенностей токсического действия 7‑гидроксикумарина (7‑ГОК), предложенного в качестве перспективного пищевого красителя для слабоалкогольных напитков, в зависимости от дозы и длительности поступления в организм лабораторных животных при изолированном и комбинированном действии с этиловым спиртом (ЭС).
Установлено, что 7-ГОК относится к малотоксичным соединениям (ГОСТ 12.1007-76); не раздражает кожу, слабо раздражает слизистую оболочку глаза; не обладает сенсибилизирующими, иммунотоксическими свойствами (в тесте реакция гиперчувствительности замедленного типа); не проявляет видовой и половой чувствительности. Острая интоксикация 7‑ГОК (5000 мг/кг) у самок крыс характеризуется, преимущественно, транзиторной дисфункцией почек: глюкозурией, сопровождающейся снижением уровня глюкозы в сыворотке крови (СК), снижением клиренса мочевины. Установлено угнетение фонового, спонтанного и аскорбат-зависимого образования малонового диальдегида (МДА) в паренхиме печени; катарральное воспаление желудка.

Кумулятивные свойства 7-ГОК слабо выражены (ККУМ >4), характеризуются дисфункцией печени (снижение гликемии, повышение концентрации холестерина и мочевины в СК), почек, воспалительными изменениями в желудке и кишечнике. 7‑ГОК вызывает слабо выраженное ингибирование МОГС и интенсификацию процессов фосфорилирования в печени. 

Введение 7-ГОК в течение 28 дней в дозе 200 мг/кг вызывает достоверное снижение концентрации глюкозы и повышение концентрации ТГ в СК, в дозе 20 мг/кг – не оказывает токсического воздействия на организм крыс. 
При субхроническом поступлении 7‑ГОК (20-500 мг/кг) в организм токсическое воздействие проявляется в диапазоне доз 50-500 мг/кг, имеет политропный характер с преимущественным поражением печени, почек, тонкого кишечника. Воздействие 7‑ГОК характеризуется нарушением углеводного и липидного обмена (снижение концентрации глюкозы и повышение – триглицеридов в СК), а также слабым снижением активности мембраносвязанной Na+,K+-АТФазы гепатоцитов. Гистоморфологически выявлено обратимую умеренную жировую дистрофию печени, нарушение микроциркуляции в печеночной дольке; повреждение канальцевого эпителия, сморщивание отдельных сосудистых клубочков в почках; изменения слизистой оболочки тонкого кишечника дистрофического характера. Влияние на центральную нервную систему, миокард, легкие, периферическую систему крови проявляется на уровне более высоких доз.

В условиях субхронического воздействия 7‑ГОК установлена недействующая доза (NOEL) для крыс – 20 мг/кг.
Изолированное острое пероральное воздействие ЭС (6000 мг/кг) характеризуется наркотическим сном, снижением диуреза, слабой глюкозурией, слабо выраженным нарушением липидного и белкового обмена. Острое комбинированное воздействие 7‑ГОК и ЭС на организм самок крыс характеризуется, преимущественно, токсическими эффектами, свойственными каждому из веществ. Установлено сокращение длительности этанолового сна на 60 % (предположительно, обусловленное нарушением всасывания ЭС); снижение диуреза, клиренса мочевины, слабая глюкозурия, повышение активности щелочной фосфатазы, уменьшение спонтанного и аскорбат-зависимого образования МДА. 
Подострое комбинированное воздействие ЭС вызывает угнетение поведенческих реакций крыс, слабое повышение концентрации мочевины и активности α-амилазы в СК. Подострое комбинированное действие ЭС (750 мг/кг в виде водного раствора 7,5 % (м/м)) с 7‑ГОК в дозе 20 мг/кг, так же как и в дозе 200 мг/кг, характеризуется эффектами ЭС. Нарушения показателей обмена углеводов и липидов, характерного для подострого воздействия 7‑ГОК в дозе 200 мг/кг, не выявлено.
Оценка дивизивным методом типа острого и подострого влияния комбинации 7‑ГОК и ЭС позволила установить преимущественно независимое комбинированное действие. В отдельные сроки исследования острой токсичности установлено антагонизм по глюкозурии, снижению концентрации мочевины в моче, повышению содержания холестерина в СК; потенцирование – по снижению клиренса мочевины, повышению содержания мочевины и активности щелочной фосфатазы в СК. При подостром действии 7‑ГОК в дозе 200 мг/кг и ЭС в дозе 750 мг/кг на 28 сутки установлено антагонизм по снижению гликемии.

Ключевые слова: 7-гидроксикумарин, этиловый спирт, острое, кумулятивное, подострое, субхроническое воздействие, токсикодинамика, комбинированное действие.

Annotation

Zinovieva M.L. Toxic effects of 7‑hydroxycoumarin and its mixture with ethyl alcohol mode of action (experimental study) – manuscript.
Thesis for candidat’s degree of biological sciences, speciality 14.03.06 –Toxicology. – State Institution “Institute of pharmacology and Toxicology of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine”, Kyiv, 2016.

Toxic effects of 7‑hydroxycoumarin (7‑HOC) and their dependence on the dose and exposure duration in laboratory animals when the compound is used alone and as a mixture with ethyl alcohol were investigated  because 7‑HOC is proposed as dye for low alcohol beverages. The study has shown that 7‑HOC is low-toxic compound (ГОСТ 12.1007-76), not skin irritant, mild eye irritant, displays no sensitizing properties, no immunotoxic potential, produces weakly expressed functional cumulation. 7‑HOC acute intoxication causes glycosuria associated with lowered blood glucose levels, decreased urea clearance; stomach catarrh. 28-day oral exposure (200 mg/kg) of rats to 7‑HOC lowers level of glucose and  rises level of triglycerides in blood serum; no observable effect level (NOEL) is 20 mg/kg. 7-HOC administered orally during three month (50-500 mg/kg) caused polytropic toxic effect with liver, kidney, small intestine injured mainly. Attribute effects of the long time exposure are affection of carbohydrates and lipids metabolism (serum glucose level decrease, serum triglyceride level rise), small intestine mucosa dystrophic changes. Established NOEL is 20 mg/kg. Mode of acute and subacute action of 7‑HOC and ethanol mixture when given orally is identified as mainly independent.
Keywords: 7-hydroxycoumarin, ethyl alcohol, acute, cumulative, subacute, subchronic effects, toxicodynamic, mixture toxicity.
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