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АНОТАЦІЯ
Літвіненко Д. Ф. Пошук потенційного антигіпоксанта серед нових координаційних сполук германію та дослідження його фармакокінетики. Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 «Фармакологія». – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України», Київ, 2020.
Фармакотерапія гіпоксичних станів є виключно важливою проблемою для науки в цілому і практичної медицини зокрема. В даний час досить добре відома симптоматика розладів мозкового кровообігу, гострого і хронічного кисневого голодування та зміни метаболізму мозку, що їх супроводжують. Розлади діяльності мозку та інших систем, пов'язані з гіпоксією, спостерігаються не тільки при різних захворюваннях людини, але також мають місце і при здійсненні професійної діяльності, пов'язаної з освоєнням водного, повітряного та космічного простору. При цьому, однією з найнебезпечніших форм екзогенної гіпоксії є гіпоксична гіпоксія у поєднанні з прогресуючою гіперкапнією, яка виникає при низькому парціальному тиску кисню та високій концентрації діоксиду вуглецю у повітрі, що вдихається. Така гіпоксія розвивається, як правило, у замкнутому невентильованому просторі та більш відома як гіпоксія замкнутого простору (ГЗП). Остання миттєво формується за умов різних екстремальних ситуацій, коли порушується штатна робота системи киснезабезпечення у герметичному об’єкті, де вміст кисню стрімко знижується, а концентрація  вуглекислого газу збільшується.
Так, ГЗП може розвиватися при польоті на великій висоті різних герметичних літальних об’єктів зі штучною генерацією кисню (космонавти, льотчики), при експлуатації глибинних апаратів та автономних костюмів (водолази, рятівники, пожежники), а також на морських судах (підводні човни, батискафи). Крім того, ГЗП може спостерігатися при користуванні наземними та підземними приміщеннями закритого типу, такими як командні

пункти військових частин, штаби, укриття цивільної оборони, шахти, сховища різного типу, що в останні роки для України набуло особливої актуальності.
Відомо, що мозок дуже чутливий до зниженого вмісту кисню. Зниження концентрації кисню в крові в два рази призводить не тільки до істотного погіршення пам'яті, здатності до навчання і працездатності, має ототоксичну дію, чинить ураження сітківки ока, порушення рухової активності. При цьому в першу чергу страждають нервові клітини гіпокампу, неокортексу та смугастого тіла, які беруть участь в регуляції та здійсненні моторної поведінки ссавців.
Незважаючи на те, що сучасна фармацевтична індустрія пропонує широкий вибір лікарських засобів, які володіють властивостями антигіпоксантів, пошук ідеальних високоефективних антигіпоксантів як і раніше триває, оскільки наразі в реєстрі лікарських засобів відсутні такі, що здатні істотним чином коригувати наслідки впливу гострого гіпоксичного синдрому, що розвивається саме у замкнутому просторі. В останнє десятиріччя особлива увага хіміків-синтетиків та фармакологів зосереджена на всебічному вивченні координаційних сполук германію з біолігандами, що відрізняються різноманітністю фармакодинамічних ефектів, прийнятним фармакокінетичним профілем та відносною нешкідливістю. Серед перспективних антигіпоксичних речовин особливий інтерес викликають гетерометалічні комплекси германію та 3d-металів (цинк, мідь, марганець) з лимонною та винною кислотами, цілеспрямований синтез яких був вперше здійснений на кафедрі загальної хімії та полімерів Одеського державного університету імені І. І. Мечникова під керівництвом проф. І. Й. Сейфулліної.
Зокрема, у лабораторії кафедри фармакології ДЗ «Луганський державний медичний університет», експериментально доведена висока протигіпоксична, протиішемічна, церебропротекторна та детоксикуюча активність координаційних сполук германію на різних моделях гострих екстремальних киснедефіцитних станів.

Дисертаційна робота присвячена вирішенню актуальної задачі експериментальної фармакології – пошуку та вивченню сполук з протигіпоксичними властивостями для створення нового високоефективного та безпечного лікарського засобу попередження та усунення наслідків (ГЗП). У цьому сенсі перспективними видаються координаційні сполуки германію з такими біологічно активними лігандами як мікроелементи та органічні кислоти, що відрізняються різноманітністю фармакодинамічних ефектів, прийнятним фармакокінетичним профілем та відносною нешкідливістю.
Об’єкт дослідження – пошук антигіпоксантів серед оригінальних координаційних сполук германія (КСГ).
Предмет дослідження – протигіпоксичні властивості, параметри токсичності, дозовий режим та фармакокінетика, сполуки-лідера: манган (II) тартратогерманат (IV) – ОКАГЕРМ-4
Методи дослідження – комплексне застосування фармакологічних, токсикологічних, математичних та статистичних методів дослідження
За мету дослідження було визначено пошук найбільш ефективного антигіпоксанта серед вперше синтезованих координаційних сполук германію з різними металами та біолігандами, вивчення його токсико- та фармакометричних параметрів й фармакокінетичного профілю.
У скринінгових дослідженнях використовувались 6 оригінальних гетерометалічних комплексів германію (IV) та 3d-металів (цинк, мідь, марганець) на основі лимонної та винної кислот: манган(ІІ) біс(цитрато) германат(IV) – ОКАГЕРМ-1; купрум(ІІ) біс(цитрато)германат(IV) – ОКАГЕРМ-2; цинк біс(цитрато)германат(IV) – ОКАГЕРМ-3; манган(ІІ) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-4; купрум(ІІ) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-5; цинк(ІІ) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-6.
Дослідження були виконані на 312 білих статевозрілих нелінійних щурах обох статей масою 160-200 г. За результатами отриманими в експерименті з подальшою їх екстраполяцією на людину з визначення низки токсикометричних показників гострої токсичності та небезпеки із

залученням пробіт-аналізу всі КСГ, що вивчались, при одноразовому внутрішньоочеревинному введенні є малотоксичними та помірно  токсичними для ссавців і людини. Дві сполуки різняться найбільшою величиною LD50: ОКАГЕРМ-1 (LD50 582,53 мг/кг), ОКАГЕРМ-4 (LD50
551,81мг/кг), але за кутом нахилу кривої в координатах «доза-пробіт» більшою безпечністю відрізняється саме ОКАГЕРМ-4. Установлено також, що ОКАГЕРМ-4 відноситься до IV класу токсичності (малотоксичні речовини), та не володіє потенційною та реальною загрозою виникнення смертельного отруєння за умов парентерального введення теплокровним, що свідчить про нешкідливість й безпеку цього потенційного антигіпоксанта.
В окремій серії скринінгових досліджень критеріями протигіпоксичної активності сполук слугували: тривалість життя в гермооб’ємі (Т), коефіцієнт протигіпоксичного захисту (КЗ) та відносний показник збільшення життя (П), а також перебіг клінічної картини ГЗП, у якості референтного препарату використовували армадін (Лекхім-Харків», Україна).
Експериментально доведено, що найбільш активною сполукою є манган(II) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-4, фармакопрофілактична ефективність якої, за умов ГЗП, реалізується вірогідним збільшенням величини показника Т, порівнюючи як з контролем (гіпоксія без препарату) на 51,9%, так і армадіном на 36,9 %. Показник П при застосовані сполуки- лідера збільшується відповідно контролю на 52,9%, а референтного препарату на 11,7 %. Показник КЗ для ОКАГЕРМ–4 складає 1,53 (армадін – 1,12.) При застосуванні ОКАГЕРМ-4 відзначається сприятливий перебіг клінічної картини ГЗП.
Фармакометричними дослідженнями із застосуванням математичного моделювання в програмному середовищі інтерполяції методом експериментальних даних на багаточлени Лагранжа, Ньютона з подальшим розрахунком максимуму досліджуваної функції, встановлено оптимальний режим дозування ОКАГЕРМ-4 при його інтраперитонеальному введенні: за 40 хв до початку впливу гіпоксії – 96,8 мг/кг.

Відомо, що визначення певних параметрів фармакокінетики нових потенціальних ліків та їх метаболітів дозволяє встановити перспективні шляхи та способи введення речовини, що досліджується, обрати оптимальну схему дозування і прогнозувати спектр фармакологічної й токсичної дії. Інформація щодо фармакокінетики, отримана на даному етапі, є обов’язковою передумовою для подальшого вивчення потенційного лікарського засобу в клінічній практиці. Саме тому ключовою ланкою роботи були комплексні порівняльні фармакокінетичні дослідження ОКАГЕРМ-4 у нормі та за умов перенесеної гіпоксичної гіпоксії з гіперкапнією.
На підставі комплексного порівняльного аналізу фармакокінетичних параметрів, що характеризують процес абсорбції ОКАГЕРМ-4 показано, що на тлі гіпоксичного ушкодження відбуваються зниження на 5,4% параметра Сmax (P<0,05). За іншими показниками, котрі характеризують процес абсорбції ОКАГЕРМ-4 (tmax, t1/2α, К01), вірогідно-значущої різниці (P>0,05) за умов експерименту не встановлено.
Порівняльна оцінка результатів фармакокінетичних досліджень на розподіл ОКАГЕРМ-4 з центральної камери в периферичні за умов експерименту, що вивчається, показує, що ГЗП практично не впливає на характер цього етапу фармакокінетики, оскільки різниця в параметрах (t1/2; К12; К21; Vd; AUC) в нормі та при гіпоксії незначна.
Експериментально встановлено, що показник (tmax) ОКАГЕРМ-4 у тканинах головного мозку тварин, які зазнали гіпоксії, на 24,34% (P<0,05) більше в порівнянні з нормою. Разом з цим відбувається вірогідне (P<0,05) зменшення показника (Сmax) у дослідній групі (ГЗП) на 18,12 % у порівнянні  з нормою. На фоні ГЗП також відбувається вірогідне (P<0,05) зменшення показника АUC на 20,16 % відносно групи тварин без гіпоксії (норма).
При вивченні фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 на етапі його розподілу в серце, встановлена відсутність вірогідної (P>0,05) різниці в обох досліджуваних групах за усіма фармакокінетичними параметрами (tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC та MRT).

Не виявлено статистично значущої різниці (P>0,05) і за величинами фармакокінетичних параметрів, що характеризують етап розподілу ОКАГЕРМ-4 в легенях, зокрема: tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC, окрім параметра MRT, вірогідне (Р<0,05) збільшення якого відбувається за умов ГЗП у порівнянні з нормою.
Щодо результатів вивчення етапу розподілу ОКАГЕРМ-4 у печінку то встановлено, що в щурів, які піддалися дії ГЗП відзначається вірогідне (Р<0,05) зменшення величин таких фармакокінетичних показників як: tmax на 23,03%, Cmax на 55,32 % і AUC –54,62 %, відносно з норми.
Порівняльний аналіз фармакокінетичних параметрів етапу розподілу ОКАГЕРМ-4 у нирки щурів, свідчить, що майже всі досліджувані параметри (tmax, Cmax, Кji, AUC, MRT) не мають вірогідно значущої різниці (P>0,05), за винятком Кij. Показник Кij у тварин вірогідно (P<0,05) нижче на 75% при гострому гіпоксичному пошкодженні.
Комплексний порівняльний аналіз параметрів фармакокінетики, що характеризують процес елімінації ОКАГЕРМ-4 із центральної камери (t1/2β, К10, Clt, MRT) демонструє, що вірогідна різниця між контрольною групою (норма) тварин та тих, що зазнали дії ГЗП відсутня.
Отже, у ході виконання дисертаційної роботи переконливо доведено, що координаційна сполука германію – ОКАГЕРМ-4 (манган(II) тартратогерманат(IV)) має високу антигіпоксичну активність, яка перевищує таку у відомого антигіпоксанта армадін на моделі гострої гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією. У плані токсичності та небезпеки для теплокровних, в тому числі й для людини, представляється можливим дійти висновку, що вивчаємий потенційний лікарський засіб є практично безпечним.
Особливістю фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 є те, що сполука розподіляється в найбільш чутливі до гіпоксії життєво важливі органи: головний мозок, серце, легені, печінка, нирки. У підсумку це дозволяє здійснювати комплексну органопротекцію, яка ефективно запобігає

розвитку синдрому поліорганної недостатності, що розвивається при гострому гіпоксичному синдромі.
Вищезазначене дозволяє стверджувати, що оригінальна ОКАГЕРМ-4 в достатньому об’ємі відповідає сучасним вимогам, які пред’являються до антигіпоксантів і заслуговує на подальше поглиблене вивчення її ефективності та безпечності як потенційного протигіпоксичного засобу.
Ключові слова: координаційні сполуки германію, гіпоксія замкнутого простору, ОКАГЕРМ-4, антигіпоксант, токсикометрія, фармакометрія, фармакокінетика, абсорбція, розподіл, елімінація.
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Pharmacotherapy of hypoxic conditions is an extremely important problem for science in general and applied medicine in particular. At present, the symptoms of cerebrovascular diseases, acute and chronic oxygen starvation, and changes in brain metabolism associated therewith are quite well known. Disorders of brain activity and other systems associated with hypoxia are observed not only in various human diseases, but also occur in the implementation of professional activities related to the development of water, air and aerospace. At the same time, one of  the most dangerous types of exogenous hypoxia is hypoxic hypoxia in combination with progressive hypercapnia, which occurs at a low partial pressure of oxygen and a high concentration of carbon dioxide in the inhaled air. Such hypoxia develops, as a rule, in a closed non-ventilated space and is more commonly known as closed space hypoxia (CSH). The latter is instantly formed under various extreme situations when the regular operation of the oxygen supply system in a sealed

object is disrupted, where the oxygen content is rapidly decreasing, and the concentration of carbon dioxide is increasing.
Thus, CSH can develop when flying at high altitude of various sealed aircraft with artificial oxygen generation (astronauts, pilots), while operating deep- sea vehicles and autonomous suits (divers, rescuers, firefighters), as well as on sea vessels (submarines, bathyscaphes). In addition, CSH can be observed when using ground and underground premises of a closed type, such as command posts of military units, headquarters, civil defense shelters, mines, and storage facilities of various types, which in the last four years has become especially relevant for Ukraine.
The brain is known to be very sensitive to low oxygen levels. A decrease in the oxygen concentration in the blood by half leads not only to a significant deterioration in memory, learning ability and working capacity, has an ototoxic effect, affects the retina of the eye, and disrupts motor activity. In this case, the nerve cells of the hippocampus, neocortex and striatum, which are involved in the regulation and implementation of motor behavior of mammals, are primarily affected.
Despite the fact that the modern pharmaceutical industry offers a wide variety of drugs that have the properties of antihypoxic drugs, the search for ideal highly effective antihypoxic drugs is still ongoing, because now in the drug registry there are no ones that can significantly correct the effects of acute hypoxic syndrome developing specifically in closed space. In recent decade, special attention of synthetic chemists and pharmacologists has been focused on a comprehensive study of the coordination compounds of germanium with bioligands that differ in a variety of pharmacodynamic effects, an acceptable pharmacokinetic profile, and relative safety. Among promising antihypoxic substances, heterometallic complexes of germanium and 3d metals (zinc, copper, manganese) with citric and tartaric acids are of particular interest, the targeted synthesis of which was first carried out at the Department of General Chemistry

and Polymers of Odesa I. I. Mechnikov National University under the supervision of prof. I.I. Seifullina.
In particular, in the laboratory of the Department of Pharmacology of the State Institution "Lugansk State Medical University", the high antihypoxic, antiischemic, cerebroprotective and detoxifying activity of germanium coordination compounds on different models of acute extreme oxygen-deficient states has been experimentally proven.
This thesis paper addresses a topical problem of  experimental pharmacology, namely finding and studying compounds having antihypoxic properties in order to create a new highly effective and safe medicinal product for prevention and elimination of effects of a CSH. In this light, Germanium coordination compounds with such bioactive ligands as microelements and organic acids which stand out for their diversity of pharmacodynamic effects, acceptable pharmacokinetic profile and relative harmlessness, seem to be promising.
Objective: Finding antihypoxants among original Germanium coordination compounds (GCC).
Scope: Antihypoxant activities, toxicity profile, dosing regimen, pharmacokynetics of the lead-compound: mangan tartratogermanate (IV) (OKAGERM-4).
Study methods: Comprehensive use of pharmacologic, toxicological, mathematical and statistical methods of study.
The study objective was determined as finding a most effective antihypoxant among newly synthetized Germanium coordination compounds with various metals and bioligands, studying its toxicological and pharmacokmetric parameters and its phamracokinetic profile.
Screening studies employed 6 original heterometallic complexes of Germanium (IV) and 3D-metals (zinc, copper, manganese) based on citric and tartaric acids: mangan(II) bis(cytrato) germanate(IV) – OKAGERM-1; cuprum(II) bis(cytrato)germanate(IV) – OKAGERM-2; zinc bis(cytrato)germanate(IV) – OKAGERM-3; mangan(II) tartratogermanate(IV) – OKAGERM-4; cuprum(II)

tartratogermanate(IV) – OKAGERM-5; zinc(II) tartratogermanate(IV) – OKAGERM-6.
The studies were conducted on 312 white sexually mature non-pedigree rats of both sexes, 160–200 g. According to the findings obtained in the trial with further extrapolation thereof onto a human in order to identify a number of toxicopathic parameters of acute toxicity and unsafety using a probit analysis, all GCCs studied with single intra-abdominal injection are of low toxicity and moderate toxicity for mammals and humans. Two compounds had the highest value LD50: OKAGERM-1 (LD50 582,53 mg/kg), OKAGERM-4
(LD50 551,81 mg/kg); however OKAGERM-4 is the safest in terms of slope of dose-probit curves. OKAGERM-4 has been also established to belong to the IV toxicity grade (low-toxicity substances) and not to have any potential or real risk of causing fatal poisoning if administered parenterally to warm-blooded animals, suggesting harmlessness and safety of the potential antihypoxant.
In a separate series of screening studies, antihypoxic activity criteria of compounds were: length of life in a containment (T), antihypoxic protection factor (Fp) and a relative life increase value (P), and CSH clinical course; Armadin (Lekhim-Kharkiv, Ukraine) was used as a reference drug.
Mangan(II) tartratogermanate(IV) – OKAGERM-4 was experimentally proven to be the most effective compound; its pharmacological and preventive effectiveness, in the setting of CSH, displays through probable increase in T value by 51,9 % compared to the control (hypoxia w/o any drug) and by 36,9% compared to Armadin. If a lead-compound is used, the P value is increased by  52,9 % compared to the control, and by 11,7 % compared to the reference drug. The Rp for OKAGERM-4 makes up 1,53 (Armadin – 1,12). If OKAGERM-4 is used, a favourable clinical course of CSH is observed.
Pharmacometric studies using mathematic modeling in software environment through interpolation of experimental findings onto Lagrange polynomials and Newtonian polynomials with further calculation of maximum test

function, established optimal dosing regimen for OKAGERM-4 if administered intraperitoneally: 40 minutes before the hypoxia effect – 96,8 mg/kg.
It is known that the determination of certain parameters of the pharmacokinetics of new potential drugs and their metabolites allows us to establish promising ways and methods of administering the test substance, choose the optimal dosage regimen and predict the spectrum of pharmacological and toxic effects. Information on pharmacokinetics obtained at this stage is a mandatory condition for further study of a potential drug in clinical experience. That is why the comprehensive comparative pharmacokinetic studies of OKAGERM-4 in normal conditions and under conditions of hypoxic hypoxia with hypercapnia were the key element in the work
Based on the comprehensive comparative analysis of pharmacokinetic parameters characterizing the process of OKAGERM-4 absorption, it has been shown that hypoxic damage is associated with decrease by 5,4 % of Сmax parameter (P<0,05). Other parameters characterizing the process of OKAGERM-4 absorption tmax, t1/2α, F01), show no probably significant difference (P>0,05) in the experiment settings.
A comparative assessment of pharmacokinetic studies as to OKAGERM-4 distribution from the central chamber to peripheral ones in the test experiment settings shows that CSH almost has no influence on the nature of this pharmacokinetics stage, since the difference between parameters (t1/2; K12; K21; Vd; AUC) is normal and insignificant in presence of hypoxia.
The value (tmax) of OKAGERM-4 in brain tissues of hypoxic animals has been experimentally proven to be 24,34 % (P<0,05) as compared to the norm. At the same time, probable (P<0,05) decrease in the value (Сmax) is observed in the study group (CSH) by 18,12 % as compared to the norm. CSH is also associated with probable (P<0,05) decrease in the value AUC by 20,16 % as compared to the group of animals without hypoxia (norm).
When studying a pharmacokinetic profile of OKAGERM-4 at the stage of distribution thereof to the heart, no probable (P>0,05) difference was found in the

either study group in terms of all pharmacokinetic parameters (tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC and MRT).
No statistically significant difference (P>0,05) was found in pharmacokynetic parameters characterizing the stage of OKAGERM-4 distribution in lungs, namely: tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC, except MRT, because its probable (Р<0,05) increase is observed in CSH as compared to the norm.
Findings on OKAGERM-4 distribution into the liver show that rats exposed to CSH develop probable (Р<0,05) decrease in such pharmacokinetic parameters as: tmax by 23,03 %, Cmax by 55,32 % and AUC by 54,62 % as compared to the norm.
A comparative analysis of pharmacokinetic parameters of OKAGERM-4 distribution into rats’ kidneys suggests that almost every studied parameter (tmax, Cmax, Кji, AUC, MRT) have no probably significant difference (P>0,05), except Кij. Кij is probably (Р<0,05) lower by 75 % in animals with acute hypoxic exposure.
A comprehensive comparative analysis of pharmacokinetic parameters characterizing the process of OKAGERM-4 elimination from the central chamber (t1/2β, К10, Clt, MRT) demonstrates that a probable difference between the control group (norm) of animals and those exposed to CSH is absent.
Thus, in the course of this Ph. D. thesis writing, it was demonstratively proven that the Germanium coordination compound OKAGERM-4 (mangan(II) tartratogermanate(IV)) has a high antihypoxic activity which outweighs that of the well-known antihypoxant Armadin shown in the acute hypoxia model with progressive hypercarpnia. As far as its toxicity and unsafety for warm-blooded animals, including humans, it is possible to conclude that the potential studied medicinal product is practically safe.
The pharmacokinetic profile of OKAGERM-4 stands out for its distribution into the vital organs most sensitive to hypoxia: brain, heart, lungs, kidneys. In summary, this allows it to have a comprehensive organoprotective activity which effectively prevents development of the multiple organ dysfunction syndrome that develops in case of acute hypoxic syndrome.

I view of the above, it is safe to state that the original compound OKAGERM- 4 sufficiently meets modern requirements to antihypoxants and appears worthy of further in-depth studying in terms of its effectiveness and safety as a potential antihypoxant drug.
Key words: Germanium coordination compounds, confined space hypoxia, OKAGERM-4, antihypoxant, toxicometry, pharmacometry, pharmacokinetics, absorption, distribution, elimination.
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	1/LD50
	показник	небезпеки	розвитку	гострого	смертельного
отруєння (абсолютна токсичність)

	1/(LD50‧S)
	сумарний показник токсичності

	1/LD50·tg α
	інтегральний показник токсичності

	AUC
	площа під фармакокінетичною кривою

	Cmax
	максимальна концентрація ксенобіотика в біосередовищі

	Clt,
	загальний кліренс

	К01
	константа швидкості абсорбції

	К10
	константа швидкості елімінації

	К12
	константа швидкості надходження із першої камери до другої
В рамках двочасткової моделі

	К21
	константа швидкості надходження із другої камери до першої
в рамках двочасткової моделі

	Кel
	константа швидкості елімінації

	Кij
	константа швидкості прямого масопереносу

	Кji
	константа швидкості зворотного масопереносу

	LD16
	доза	ксенобіотика,	при	якої	реєструється	загибель	16%
експериментальних тварин

	LD50
	доза	ксенобіотика,	при	якої	реєструється	загибель	50%
експериментальних тварин

	LD84
	доза	ксенобіотика,	при	якої	реєструється	загибель	84%
експериментальних тварин

	LD99
	доза	ксенобіотика,	при	якої	реєструється	загибель	99%
експериментальних тварин

	LD84/LD16
	діапазон смертельних доз (зона гострої токсичної дії)

	MRT
	середній час перебування ксенобіотика в організмі

	S
	функція кута нахилу (вариабельність смертельних доз)




	t1/2
	період напіврозподілу

	t1/2α
	період напівабсорбції

	t1/2β
	період напіввиведення

	tg α
	тангенс кута нахилу кривої летальності

	tmax
	час досягнення максимальної концентрації в біосередовищі

	Vd
	загальний об’єм розподілу

	АТФ
	аденозинтрифосфат

	ГЗП
	гіпоксія замкнутого простору

	ЕПР
	електронно-парамагнітний резонанс

	КЗ
	коефіцієнт протигіпоксичного захисту

	КСГ
	координаційні сполуки германія

	ОКАГЕРМ-4
	манган(II) тартратогерманат(IV)

	П
	відносний показник збільшення часу життя щурів



ВСТУП


Актуальність теми. Фармакотерапія гіпоксичних станів є виключно важливою проблемою, вирішення якої потребує спільних зусиль фахівців різних спеціальностей, зокрема фармакологів. Нині досить добре відома симптоматика гострого й хронічного кисневого голодування та структурно- функціональні зміни мозку, що їх супроводжують [1]. Найчастіше людина відчуває на собі вплив гострої гіпоксії, яка має екзогенний характер та зумовлена швидким зниженням вмісту кисню в навколишньому середовищі або ж у складі газової суміші, що використовується для дихання. Тож і розлади діяльності мозку та інших життєво-важливих систем, що пов’язані з гіпоксією, спостерігаються не тільки при різних захворюваннях людини, але також мають місце при здійсненні різного профілю професійної діяльності.
Однією з найнебезпечніших форм екзогенної гіпоксії є гіпоксична гіпоксія в поєднанні з прогресуючою гіперкапнією, яка виникає при низькому парціальному тиску кисню та високій концентрації діоксиду вуглецю в повітрі, що вдихається. Така форма гіпоксії розвивається, як правило, у замкнутому невентильованому просторі та більш відома як гіпоксія замкнутого простору (ГЗП). Остання миттєво формується за умов різних екстремальних ситуацій, коли порушується штатна робота системи киснезабезпечення в герметичному об’єкті, де вміст кисню стрімко знижується, а концентрація вуглекислого газу збільшується [1–4]. Так, ГЗП може розвиватися при польоті на великій висоті різних герметичних літальних об’єктів зі штучною генерацією кисню (космонавти, льотчики), при експлуатації глибинних апаратів та автономних костюмів (водолази, рятівники, пожежники), а також на морських судах (підводні човни, батискафи) [5]. Крім того, ГЗП може спостерігатися при користуванні наземними та підземними приміщеннями закритого типу, як глибокі вугільні шахти, командні пункти військових частин, штаби, укриття цивільної оборони, сховища різного типу [5], що в останні роки для України набуло

особливої актуальності. Так само нерідко, що особливо драматично, даний вид гіпоксії виникає в пацієнтів, що оперуються, при несправності наркозно- дихальної апаратури [6, 7].
Відомо, що мозок людини дуже чутливий до зниженого вмісту кисню в крові, що призводить не тільки до істотного погіршення пам’яті, здатності до навчання й працездатності, а ще має й ототоксичну дію, чинить ураження сітківки ока, порушення рухової активності [4, 5]. Якщо ж відбувається значне зниження вмісту кисню в крові, то в нейронах формуються грубі морфологічно-функціональні зміни незворотного характеру [8].
Сучасна фармацевтична індустрія пропонує достатньо широкий вибір лікарських засобів, які, за механізмом протигіпоксичної дії, є субстратами компенсаторних метаболічних шляхів. Зокрема, це такі субстратні антигіпоксанти як: натрію оксибутират, фенібут, пірацетам,  гутимін, амтизол, вітамін К3, пентоксифілін, мілдронат. Незважаючи на це, пошук та розробка ідеальних високоефективних антигіпоксантів, як і раніше триває, оскільки наразі в реєстрі лікарських засобів відсутні саме такі, що здатні суттєвим чином коригувати, попереджати розвиток та наслідки впливу гострого гіпоксичного синдрому, що розвивається саме у замкнутому просторі [9].
У останнє десятиріччя особлива увага фармакологів та хіміків- синтетиків зосереджена на всебічному вивченні координаційних сполук германію з різними біолігандами, що відрізняються різноманітністю фармакодинамічних ефектів, прийнятним фармакокінетичним профілем та відносною нешкідливістю [10-14]. Як перспективні щодо ефективності та безпечності антигіпоксичні сполуки особливу зацікавленість викликають гетерометалічні комплекси германію та 3d-металів (цинк, мідь, марганець) з лимонною та винною кислотами, цілеспрямований синтез яких був уперше здійснений на кафедрі загальної хімії та полімерів Одеського державного

університету імені І. І. Мечникова під керівництвом проф. І. Й. Сейфулліної1. Теоретичним підгрунтям актуальності вивчення таких сполук слугують особливості їх електронної будови, завдяки чому вони здатні в умовах гіпоксії підвищувати активність енергосинтезуючих процесів електрон-транспортної дихальної системи мітохондрій. Так, зокрема, у лабораторії кафедри фармакології ДЗ «Луганський державний медичний університет», експериментально доведена висока протигіпоксична, протиішемічна, церебропротекторна та детоксикуюча активності координаційних сполук германію з біолігандами на різних моделях гострих екстремальних киснедефіцитних станів [15-19].
Загальновідомо, що на доклінічному етапі дослідження будь-якого майбутнього лікарського засобу, окрім вивчення токсичних та фармакодинамічних властивостей, обов’язковим є встановлення фармакокінетичного профілю. При цьому головним завданням експериментальної фармакокінетики є вивчення всіх етапів проходження потенційного препарату в організмі тварин у нормі та при моделюванні хвороби або патологічного стану, фармакотерапія яких планується.
На етапі доклінічного визначення низки параметрів фармакокінетики нових потенціальних ліків мається на меті встановити оптимальні шляхи та способи їх застосування, а також режими дозування й прогнозувати можливі побічні реакції.
Тож, інформація щодо фармакокінетики, отриманої на доклінічному етапі, є обов’язковою передумовою для подальшого вивчення потенційного лікарського засобу в клінічній практиці.
Все вищезазначене слугувало теоретичним обґрунтуванням доцільності пошуку нового засобу з антигіпоксантними властивостями в ряду вперше синтезованих гетерометалічних комплексів германію та дослідження його фармакокінетичних параметрів за умов ГЗП.

1 Висловлюємо щиру вдячність професору І. Й. Сейфулліній та її співробітникам за синтез комплексів германію, які були надані для проведення досліджень.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертацію виконано як фрагмент науково-дослідної роботи відділу фармакокінетики Державної установи «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» у рамках теми «Вивчення залежності між параметрами фармакокінетики, токсикометрії та хімічною будовою оригінальних координаційних сполук германію з різними металами та біолігандами» (№ держреєстрації 0116U006004, 2016-2018 рр.).
Мета дослідження. Пошук високоефективного антигіпоксанта серед вперше синтезованих координаційних сполук германію з різними металами й біолігандами, вивчення його токсико- та фармакометричних параметрів і фармакокінетичного профілю.
Завдання дослідження:
1. У серії порівняльних токсикометричних досліджень визначити ступінь гострої токсичності та небезпеки сполук, що вивчаються, а також провести екстраполяцію експериментальних даних на людину;
2. Провести первинний фармакологічний скринінг потенціальних антигіпоксантів серед оригінальних координаційних сполук германію та 3d- металів з лимонною та винною кислотами на моделі гіпоксичної гіпоксії з гіперкапнією та визначити сполуку-лідера, порівнюючи з референтним препаратом;
3. Із залученням методів математичного планування розробити оптимальний режим дозування найбільш активної сполуки за умов гострої форми гіпоксичного синдрому, що моделюється;
4. Визначити фармакокінетичні параметри, що характеризують процес абсорбції сполуки-лідера у «здорових» тварин та на моделі ГЗП;
5. Дослідити фармакокінетику сполуки-лідера на етапі її розподілу з центральної камери в периферичні, також у життєво важливі органи за умов експерименту, що вивчається;

6. Провести порівняльну оцінку фармакокінетичних параметрів сполуки-лідера, що характеризують процес елімінації в «здорових» та
«гіпоксичних» тварин.
Об’єкт дослідження – пошук антигіпоксантів серед оригінальних координаційних сполук германія.
Предмет дослідження – протигіпоксичні властивості, параметри токсичності, дозовий режим та фармакокінетика, сполуки-лідера: манган(II) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-4.
Методи дослідження – комплексне застосування фармакологічних, токсикологічних, математичних та статистичних методів дослідження.
Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше теоретично обґрунтовано та експериментально доведено високу, у порівнянні з референтним препаратом армадіном (2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина сукцинат), протигіпоксичну активність оригінальної координаційної сполуки на основі германію та винної кислоти з марганцем (манган(II) тартратогерманат(IV)) на моделі ГЗП.
За результатами токсикометричних досліджень отримані нові відомості щодо безпечності парентерального застосування ОКАГЕРМ-4 у тварин та людини (за даними екстраполяції параметрів гострої токсичності та небезпеки виникнення гострого смертельного отруєння).
Уперше на підставі даних експериментально-математичних дослідів розроблений режим дозування ОКАГЕРМ-4 як засіб лікарської профілактики гіпоксичного ураження за умов замкнутого простору.
Уперше проведено комплексний порівняльний фармакокінетичний аналіз протигіпоксичної дії потенційного антигіпоксанта, що вивчається на етапах його абсорбції, розподілу по органам і тканинам та елімінації. Отримані фармакокінетичні параметри ОКАГЕРМ-4 у нормі та при формі гіпоксичного синдрому, що моделюється, сприяють поглибленню існуючих уявлень про можливі механізми реалізації протигіпоксичної активності координаційної сполуки германію, яка включає мікроелемент та біоліганд.

Результати всебічного комплексного дослідження ОКАГЕРМ-4 можуть слугувати теоретичною та експериментальною основою для проведення подальшого доклінічного вивчення та розробки дизайну клінічного випробування в якості засобу фармакопрофілактики виникнення та формування гострих киснедефіцитних станів різного генезу.
Практичне значення отриманих результатів. Отримані результати вказують на перспективність подальшого поглибленого фармакологічного дослідження ОКАГЕРМ-4, як оригінального високоефективного та безпечного лікарського засобу з виразною протигіпоксичною активністю для профілактики та лікування наслідків гострої гіпоксії, що виникає в замкнутому невентильованому просторі.
Отримані в роботі дані можуть слугувати для хіміків-синтетиків науковим обґрунтуванням цілеспрямованого синтезу нових координаційних сполук германію як потенційних антигіпоксантів, а також можуть слугувати експериментальною основою для оптимізації клінічних досліджень ОКАГЕРМ-4. У подальшому, за позитивних клінічних результатів ОКАГЕРМ-4 може бути включеним до переліку лікарських засобів системи надання екстреної та невідкладної медичної допомоги при аваріях, катастрофах та й у військовій медицині.
За результатами роботи отримано деклараційний патент України на корисну модель № 110014 (2016) «Застосування германійвмісної координаційної сполуки манган тартратогерманат (ІV) з біологічно активним органічним лігандом винною кислотою, що має виражений антигіпоксичний ефект».
Основні результати роботи впроваджені в педагогічний процес на кафедрах фармакології, клінічної фармакології та клінічної фармації й інтенсивної терапії, невідкладних станів та анестезіології Луганського державного медичного університету, фармакології Національного фармацевтичного університету, фармакології з клінічною фармакологією Тернопільського національного медичного університету ім.

І. Я. Горбачевського, а також у роботу науково-дослідних установ: лабораторії фізико-хімічної фармакології ДЗ «Фізико-хімічний інститут ім. О. В. Богатського НАН України» (м. Одеса), відділу «Інститут експериментальної токсикології і медико-біологічних досліджень» ДП
«Науковий центр превентивної токсикології і харчової та хімічної безпеки імені академіка Л. І. Медведя МОЗ України» (м. Київ), ТОВ «Клініко- діагностичний центр «ФАРМБІОТЕСТ» (м. Рубіжне).
Особистий внесок дисертанта. Автор самостійно провів патентно- інформаційний пошук та проаналізував наукову літературу за темою дисертації. Спільно з науковим керівником були визначені мета й завдання дослідження, напрямки, об’єм і методичні підходи. Самостійно написано огляд літератури, виконана експериментальна частина роботи, проведено аналіз, узагальнення та статистичну обробку отриманих результатів, їх оформлення у вигляді таблиць, діаграм та рисунків, сформульовані висновки, підготовлені до публікації статті, що віддзеркалюють основні положення дисертації та її текст. Співавтори опублікованих робіт надавали консультативну допомогу з методичних та теоретичних питань.
Кількісне визначення ОКАГЕРМ-4 в крові та органах щурів проведено на базі біоаналітичної лабораторії ТОВ «Клініко-діагностичний центр
«Фармбіотест» (м. Рубіжне), при методичній та консультативній допомозі її співробітників, за що автор роботи їм щиро вдячний.
Апробація результатів дисертації. Основні результати роботи доповідались та обговорювались на: VIII Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення клінічної фармакології та фармакотерапії на шляхах доказової медицини» (Вінниця, 9-10 листопада 2015 р.); Міжнародній науково-практичній конференції «Медична наука та практика в умовах сучасних трансформаційних процесів» (Львів, 22-23 квітня 2016 р.); VI науково-практичній конференції з міжнародною участю
«Науково-технічний прогрес і оптимізація технологічних процесів створення лікарських препаратів» (Тернопіль, 10-11 листопада 2016 р.);  Всеукраїнській

науково-практичній конференції «Здобутки теоретичної медицини – в практику охорони здоров’я» (Запоріжжя, 23-24 березня 2017 р.); Підсумковій LX науково-практичній конференції «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 14 червня 2017 р.); Конгресі анестезіологів України (Київ, 14-16 вересня 2017 р.); Всеукраїнській науково- практичній конференції з міжнародною участю «Синтез і аналіз біологічно активних речовин і лікарських субстанцій» (Харків, 12-13 квітня 2018 р.); Підсумковій LXII науково-практичній конференції «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 13 червня 2019 р.); Міжнародній науковій конференції «Технології, інструменти та стратегії реалізації наукових досліджень» (Херсон, 20 березня 2020 р.); Підсумковій LXІIІ науково-практичної конференції «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 12 червня 2020 р.).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 17 наукових праць, із них 6 статей у фахових виданнях в галузі медицини, рекомендованих МОН України (4 статті – у фахових виданнях України, 2 статті опубліковані за кордоном), 10 тез доповідей на наукових форумах різних рівнів, а також отримано 1 патент України на корисну модель.
Структура дисертації та обсяг. Дисертаційна робота викладена на 224 сторінках друкованого тексту (148 стор. основного тексту) та складається з анотації, вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», 4 розділів власних досліджень, розділу «Аналіз та узагальнення отриманих результатів», висновків, списку використаних джерел літератури та додатків. Список використаних джерел містить 369 найменування, з них 258 кирилицею, 111 латиницею. Робота проілюстрована 35 рисунками, 21 таблицею.

РОЗДІЛ 1
СУЧАСНЕ УЯВЛЕННЯ ПРО ПАТОГЕНЕЗ ГОСТРОЇ ГІПОКСИЧНОЇ ГІПОКСІЇ ТА ШЛЯХИ ЇЇ ФАРМАКОКОРЕКЦІЇ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

Практична медицина постійно стикається з проблемою захисту організму від ускладнень, викликаних нестачею кисню. Незважаючи на те, що література рясніє відомостями про численні шляхи адаптації організму до дефіциту кисню, питання про механізми формування гіпоксичного стану та наслідки, обумовлені епізодами кисневої недостатності, продовжують приваблювати дослідників та мотивують їх на пошук ефективних засобів, що здатні нейтралізувати наслідки перенесеної гіпоксії [20, 21].
Як відомо, тяжкість гіпоксії та її результат в кінцевому підсумку визначається особливостями вторинних неспецифічних метаболічних розладів, ступенем дестабілізації клітинних мембран, а також можливостями реактивації структурних та ферментних білків в умовах гіпоксії [22-24].
Вищевикладене вказує на необхідність подальшої деталізації механізмів розвитку гіпоксії на молекулярно-клітинному, органному, системному рівнях, а також патогенетичного обґрунтування нових принципів медикаментозної корекції метаболічних та функціональних зрушень при зазначеному типовому патологічному процесі.

1.1. Основні ланки патогенезу гіпоксичної гіпоксії на тлі гіперкапнії


Здоровий організм найбільш часто піддається впливу екзогенних форм гострої гіпоксії, які, як правило, зумовлені зменшенням парціального тиску кисню в навколишньому повітрі або у суміші газів, що вдихається, що призводить до неодмінного зниження парціального тиску кисню альвеолярного повітря, зниження напруги кисню в артеріальній крові, а також зменшення кисневого повітряно-венозного градієнта [25, 26]. Екзогенна гіпоксія може виникати, наприклад при експлуатації літальних

апаратів, підводних човнів, в разі відмови систем, що забезпечують подачу або регенерацію повітря замкнутих просторів [27, 28].
Встановлено, що організми з високим рівнем організації ЦНС гостріше реагують на екстремальні впливи, включаючи і гіпоксію в порівнянні з організмами, що мають більш низький рівень організації ЦНС [29-31]. Зокрема, показано, що ЦНС людини в цілому і насамперед кора головного мозку мають підвищену чутливість до нестачі кисню [32-34]. Є дані про те, що в ході розвитку гострого гіпоксичного стану нейрони кори реагують навіть на слабкі коливання рівня кисню в міжклітинної рідини. У разі значного зниження напруги кисню, в мозковій тканині виникають грубі і незворотні зміни [35-37].
Дихальна (респіраторна) гіпоксія носить системний характер, пов'язана з недостатністю газообміну в легенях, а обмеження та утруднення зовнішнього дихання при гіпоксичній гіпоксії призводять в ряді випадків до розвитку гіпоксемії та гіперкапнії, тобто формування газового, а потім і метаболічного ацидозу [38, 39].
Відомо, що гіпоксія чинить виражений вплив на ферментативну систему згортання крові [40, 41]. Є дані про гіпокоагуляційну спрямованість змін гемостазу при тривалій гіпоксії [42]. При цьому, одні автори [43, 44] розглядають гіпокоагуляцію в системі гемостазу після тривалого перебування в горах або при експериментальної гіпоксії як адаптацію, що приводить до поліпшення мікроциркуляції на тлі гіпоксичної поліглобулії та в умовах початкової активації тромбогенних факторів. Інші дослідники [45- 47] бачать в гіпокоагуляції одну з фаз ДВЗ-синдрому, коли настає виснаження факторів згортання і запускаються небезпечні для життя процеси з порушенням реології в зоні мікроциркуляції життєво важливих органів.
Згідно даних авторів [48] зміни коагулограми у щурів відразу після одноразової гіпоксії вказують на активацію тромбоцитарного та коагуляційного гемостазу. При цьому в процесі гіпоксичної адаптації до 7-го дня можуть розвиватися стани, близькі до внутрішньосудинного згортання

крові, які проявляються у вигляді гіперкоагуляції, зменшення кількості тромбоцитів і зниження антитромбінової та фібринолітичної активності плазми крові. В процесі щоденних гіпоксичних тренувань до 30-го дня спостерігаються непрямі ознаки активації тромбоцитопоеза на тлі гіпоагрегації та знижена кількість тромбоцитів. Крім того, до цього часу відзначається зниження гіперкоагуляційних зрушень, що проявляється в активації контактної фази гемостазу та підвищенні гепарин-кофакторної активності плазми крові та зникають відмінності від контрольних величин рівня антитромбіну III та фібринолітичної активності плазми крові [48].
Загальноприйнятою є точка зору про те, що в основі розвитку гіпоксії лежать порушення окисно-відновних реакцій в зв'язку з дефіцитом кисню [22]. При цьому відбувається зниження вмісту окиснених та підвищення відновлених форм нікотинамідних коферментів в результаті НАД-залежних реакцій дегідрування відновлених еквівалентів, які переходять до мітохондріальної НАДН-дегідрогенази, а потім через ряд залізосірних ферментів передаються на убіхінон М цитохрому b [23, 48, 49]. Обмежуючи ресинтез АТФ в мітохондріях, гостра гіпоксія викликає пряму депресію функцій ряду систем організму, і, перш за все, ЦНС, міокарду і печінки. В органах, що інтенсивно працюють, йде посилений розпад глікогену, виникають дистрофічні явища, наростає «кисневий борг» організму. Зміни, що виникають, ще більше посилюються під впливом недоокиснених продуктів метаболізму [50]. При цьому, в якості альтернативної реакції компенсації енергодефіциту за умов різкої нестачі кисню відбувається активація процесів регенерації високостабільних субстратів циклу трикарбонових кислот, зокрема сукцината, кетоглутарата та пірувата у біосубстратах тварин під впливом гострої гіпоксії [53, 54]. Це, в свою чергу, призводить до відновлення кисню а також синтезу компонентів системи АТФ-АДФ-АМФ [51-54].
Беручи до уваги той факт, що в більшості випадків розвиток гострої гіпоксії з гіперкапнією характеризується симптоматикою, пов’язаною з

дисфункцією різних структур нервової системи і, в першу чергу, кори головного мозку [55], особливого значення набувають відомості, отримані в ході реєстрації біоелектричної активності найбільш чутливих до гострої гіпоксії відділів ЦНС, а також результати оцінки стану біоенергетичних процесів в нейронах головного мозку [56, 57]. Так, авторами [58] встановлено, що 10-хвилинна гіпоксія з вмістом кисню в середовищі 0,37 мл/л після короткочасного періоду підвищення активності після реоксигенації призводить до необоротного пригнічення спонтанної біоелектричної активності клітин дисоційованих культур гіпокампу у віддаленому постгіпоксичному періоді, що супроводжується збільшенням кількості мертвих клітин в 4,2 рази.
За допомогою електроенцефалографічного методу було встановлено посилення повільної біоелектричної активності при гіпоксії, про що свідчить збільшення амплітуди дельта- і тета-коливань в порівнянні з фоном. Особливо збільшилася амплітуда дельта-хвиль в потиличних і тім'яних долях мозку. Амплітуда дельта коливань в межах досліджуваних зон кори мозку збільшилася при гіпоксії на 38-56% вище фонових значень амплітуд. Значення пікової частоти дельта-ритму в умовах гіпоксії зменшуються від 1,5-1,75 Гц до 1,0-1,25 Гц [59].
Крім того, відомості, отримані завдяки використанню таких методів реєстрації біоелектричних процесів головного мозку, як ЕЕГ-метод і метод викликаних потенціалів, виявилися такими, що цілком можна співставити з результатами, отриманими в ході здійснення реєстрації імпульсної активності нейронів [60]. Було встановлено, що кисневе голодування, яке виникає при гіпоксії мозку проявляється в характерних змінах спонтанної (фонової) і викликаної активності одиночних нейронів [61-63]. Також за допомогою цих методів авторами [64] була вивчена динаміка біоелектричної активності соматосенсорної кори мозку кішок в умовах 2-х видів гострої екзогенної гіпоксії. Було встановлено, що в ході розвитку у тварин гіпоксії змінюється форма хвиль ЕЕГ і, особливо, малюнок викликаних потенціалів.

Зокрема, на початку досліду при використанні режиму 2,5/3 будь-яких характерних змін форми ЕЕГ в процесі поглиблення стану асфіксії не відзначалося. Проте, під час відновлення дихання (включення АІВЛ) на ЕЕГ візуально відзначали появу повільно-хвильової активності.
Наявність суттєвого порушення вуглеводного обміну за умов гіпоксії доведена багатьма дослідниками [24, 65-67]. Дестабілізація енергетичного гомеостазу супроводжуються зниженням швидкості аеробного окиснення та переходом його на анаеробний тип, що призводить до накопичення лактату та, як наслідок, формування лактат-ацидозу [68-70].
Авторами [67], доведено, що у тварин, які перебували у закритому просторі формується гіпоглікемія, що є наслідком переважання процесів утилізації глюкози для забезпечення енергетичних потреб організму над процесами її доставки зовні або утворення в організмі. Проте зниження концентрації глюкози стимулює, як відомо, виділення глюкагону, глюкокортикостероїдів, катехоламінів, які, в свою чергу, активують процеси глікогенолізу та глюконеогенезу в печінці. З огляду на вказану можливу трансформацію інтенсивності метаболічних змін, що відбуваються при гострій гіпоксії з гіперкапнією, рівень глікемії з часом має чітку тенденцію  до зростання [71]. Відомо, що на тлі послаблення процесів окисного фосфорилювання відбувається активація анаеробного гліколізу у різних клітинах організму з одночасним порушенням функціонування піруватдегідрогеназного комплексу внаслідок пригнічення ферментативних функцій з подальшим формуванням лактат-ацидозу, який властивий даній патології [72-75]. До цього слід додати, що окрім лактату накопичуються й інші недоокиснені продукти, такі як кетонові тіла, продукти ліпідпереокиснення [76, 77].
Незважаючи на значне посилення компенсаторних анаеробних процесів, гліколітичні реакції не здатні підтримувати енергетичний потенціал клітини, що страждає від гіпоксії, на належному рівні. Останнє змушує мітохондрії використовувати як субстрат окислення жирні кислоти. В

результаті в нейронах збільшується вміст ацил-КоА, який має гальмівний вплив на процеси окисного фосфорилювання на рівні аденіннуклеотидтранслокази, що призводить до подальшого падіння клітинного енергетичного потенціалу [102, 103].
Перераховані біохімічні зрушення на більш пізніх етапах розвитку гіпоксії призводять до критичного зменшення кількості внутрішньоклітинних енергетичних субстратів, що цілком достатньо для запуску процесів, що призводять до незворотних ушкоджень нервових клітин [104, 105].
В умовах недостатнього для задоволення потреб метаболізму постачання тканин киснем починається ланцюг фізіологічних і біохімічних змін, мета яких забезпечити оптимальну функцію і по можливості відновлення організму після закінчення періоду гіпоксії [78-80]. Іншими словами модифікації зазнає і біохімічний склад крові, а саме реєструється підвищення активності АлАТ і АсАТ, а також лужної фосфатази, що, ймовірно, пов'язано з порушенням функції печінки і активізацією цитолізу. Показник ЛДГ збільшується у порівнянні з контрольною групою, що свідчить про значну активації процесу гліколізу в умовах нестачі кисню, внаслідок чого лактат в крові не руйнується до нейтральних продуктів, що і призводить до накопичення ЛДГ. Рівень сечової кислоти підвищувався в 4 рази, що ймовірно, обумовлено тим, що гіпоксичне пошкодження тканин індукує руйнування нуклеїнових кислот, що супроводжується утворенням пуринових нуклеотидів, з подальшою їх модифікацією. Крім того, збільшується і рівень загального білка [78].
Дані літератури свідчать також, що важливим для прогнозування розвитку гіпоксичного синдрому є оцінка ступеня порушення і можливості відновлення рівноваги між окремими ланками клітинного киснезалежного метаболізму і, перш за все, в системі вільнорадикального гомеостазу [81-82]. В літературі є численні публікації [76, 83-86], аналіз яких вказує на надмірну генерацію вільних радикалів у різних середовищах тварин, що піддавались дії екстремальних факторів, основу патогенезу яких складає гіпоксичний

синдром. Встановлено, що перебування тварин в умовах гіпоксії викликає порушення вільнорадикального гомеостазу в крові та тканини печінки, на що вказує збільшення ТБК-активних продуктів на тлі зниження активності ферментів антиоксидантного захисту – каталази та СОД. Аналіз даних літератури, а також отримані авторами результати свідчать, що більш важливе діагностичне значення при аналізі змін в системі ПОЛ-АОА (антиоксидантна активність) має комплексна оцінка даних параметрів на підставі розрахунку інтегративного показника загального балансу факторів вільнорадикального перекисного окиснення і компонентів антиоксидантного захисту (К=АОА/ПОЛ ) [82, 87]. Крім того, за умови адекватної індукції реакціями ПОЛ систем антиоксидантного захисту забезпечується високий адаптаційний потенціал відповідних фізіологічних систем Зроблені авторами розрахунки показали, що величина такого коефіцієнта К=АОА/ПОЛ після гіпоксії вірогідно зменшувалася в крові і тканині печінки тварин [87].
В останні роки завдяки успіхам молекулярної біології та експериментальної фармакології розкриті фундаментальні механізми метаболічних і функціональних процесів на рівні клітини і субклітинних структур, що лежать в основі формування реакцій клітинної адаптації [88, 89]. Виділено ряд молекулярних факторів, які беруть безпосередню участь у розвитку і регуляції реакцій адаптації клітини і всього організму до гіпоксії [90, 91].
Найважливіше значення в процесах клітинної адаптації до впливу екстремальних факторів має функціональний стан мітохондрій [90-93]. Звичне уявлення про мітохондрії як про спеціалізовані органели, що контролюють енергетичний обмін, в даний час доповнилося даними про них як про органели, в яких містяться чинники, що визначають долю клітини [94, 95]. Насправді на мітохондріях сходиться і регулюється велика кількість сигнальних шляхів, які забезпечують як мітохондріальний біогенез і проліферацію клітин, так і, навпаки, запрограмовану загибель клітини шляхом обмеження окислювально-відновних реакцій. З цього випливає, що

мітохондріальні фактори є важливими мішенями для фармакологічного впливу в умовах гіпоксії [96-98].
Серед структурно-функціональних елементів мітохондрій пильну увагу вчених привертає мітохондріальний оксид азоту (NO) і фермент, що його продукує – мітохондріальна синтаза оксиду азоту (mtNOS) [97, 98].
NO виступає в ролі фактора адаптації до гіпоксії завдяки вазодилятаторній дії, тим самим покращуючи тканинну перфузію, а також перешкоджає тромбоутворенню, протидіючи агрегації і адгезії тромбоцитів і адгезії нейтрофілів до стінок судин. Дія NO на тромбоцити також опосередкована активацією гуанілатциклази, наслідком якої стає накопичення цГМФ і далі запобігає активації фосфоліпази A2, гальмується вивільнення арахідонової кислоти, не утворюється тромбоксан А2, запобігає накопиченню іонів кальцію та активації тромбоцитів [99, 100].
При гіпоксії ефекти NO набувають складний характер. Гостра гіпоксія здатна викликати різку гіперпродукцію NO. Зокрема, гіпоксія стимулює синтез індуцибельної NOS в клітинах гладких м’язів дрібних судин легенів, але при цьому послідовно знижується вміст ендотеліальної NOS з подальшим розвитком вазоконстрикції та легеневої гіпертензії. Одночасно гіперпродукція NO в гладких м’язах обумовлює пошкодження судин. При гострій гіпоксії в серці відбувається підвищення всіх трьох ізоформ NOS, що на ранніх етапах збільшує швидкість коронарного кровообігу, а пізніше порушує структуру та функцію кардіоміоцитів [100, 101].
Дослідження проведені авторами [106] показали, що киснедефіцитні стани провокують зниження Са2+-звязуючої здатності мітохондрій, що вказує на підвищення чутливості пор змінної проникності мітохондрій до кальцію, яка супроводжується погіршенням стану енергетичного метаболізму мітохондрій – зниженням трансмембранного потенціалу та уповільненням дихання. Поглинання кальцію, що таким чином при гіпоксії збільшується, в свою чергу, супроводжується виникненням фібриляції шлуночків [107, 108].

Таким чином, гіпоксія, незалежно від механізмів її розвитку, викликає складну перебудову функціонування різних систем організму, яка спрямована на забезпечення доставки до тканин необхідної кількості кисню. Адаптація до гіпоксії істотно впливає на центральну нервову систему, центральну гемодинаміку, мікроциркуляцію крові в різних органах, кисневий метаболізм, вільнорадикальне окиснення ліпідів та основні ферменти детоксикаційних систем. Викладена у даному фрагменті огляду літератури полівекторність порушень, що виникають внаслідок дефіциту кисню в навколишньому повітрі, обґрунтовує необхідність науково-обґрунтованого та раціонального підходу до фармакокорекції структурно-метаболічних наслідків гіпоксичної гіпоксії.

1.2. Сучасні	підході	лікарської	профілактики	та	фармакотерапії гострого гіпоксичного синдрому

Для підвищення резистентності людини до гіпоксії вже протягом декількох десятиліть широко застосовуються фармакологічні засоби, які чинять стимулюючий або модулюючий вплив на численні компенсаторно- пристосувальні реакції організму [109, 110]. При цьому речовини, що забезпечують найбільш істотний захисний ефект, відносять до категорії антигіпоксантів. Проте єдиної класифікації речовин, що володіють антигіпоксичними властивостями до сих пір не існує, що обумовлено можливістю приналежності фармакологічного агента до багатьох хімічних та фармакологічних груп [111]. Тобто антигіпоксанти володіють безліччю механізмів для реалізації їх захисної дії в умовах формування різних варіантів перебігу гіпоксичних та ішемічних процесів.
До антигіпоксантів відносять будь-які речовини, що попереджають розвиток гіпоксії та полегшують реакції організму, що переживає гіпоксію, або прискорюють відновлення функціонального стану клітин в постгіпоксичний період [20, 56, 104].

Як вже зазначалось, гіпоксія в організмі викликає складну перебудову функціонування різних систем, яка спрямована на забезпечення доставки до тканин необхідної кількості кисню, а також викликає пристосувальні зміни тканин до функціонування в умовах кисневої недостатності.
Сучасна класифікація антигіпоксантів включає препарати, що поліпшують кисеньтранспортну функцію крові, речовини, що обмежують енергетичні витрати організму або лімітують потреби тканин у кисні, препарати, що підвищують ефективність використання кисню в продукції макроергів, речовини, що стабілізують на достатньому рівні енергетичні потреби нейронів, речовини, які забезпечують збереження процесів вищої нервової діяльності, а також вегетативного контролю над симпатоадреналовою системою в умовах формування гіпоксії, а також речовини, що стабілізують кислотно-лужну рівновагу в рідких середовищах організму, параметри проникності капілярів, функції біологічних мембран та водно-електролітного обміну [112, 113]. Нижче ми зупинимося на патогенетичних механізмах дії представників кожного з класів.
Як зазначалось, однією з центральних ланок патофізіології гіпоксії є посилення гемостатичної активності зі зміною реологічних властивостей крові. Серед засобів, спрямованих на поліпшення кровообігу, одне з провідних місць посідає пентоксифілін (трентал), який поліпшує реологічні властивості крові та церебральну мікроциркуляцію [114]. Було доведено, що зміна пластичності клітинної мембрани еритроцитів, яка викликається тренталом, обумовлює їх краще проникнення в судини зі зменшеним просвітом, приводячи до підвищення концентрації кисню в тканинах [115, 116].
Враховуючи особливість патогенезу гіпоксичних станів, є всі підстави говорити про можливість направленої фармакокорекції та лікарської профілактики шляхом збільшення кисневої ємності крові. У цьому плані значний інтерес представляє застосування в комплексному лікуванні перфторану [117]. Субмікронний розмір часток емульсії перфторану

забезпечує їх проникнення навіть в ті ділянки тканини, куди не може проникнути еритроцит, розміри якого в 50-70 разів більше. В результаті істотно збільшується корисна площа капілярного масообміну і досягається постачання киснем тканин у зоні ішемії, що захищає його від гіпоксичного ушкодження [118, 119]. Таким чином, застосування перфторану можна розглядати як один із напрямів патогенетичної терапії гіпоксії, що забезпечує поліпшення транспортування кисню.
До фармакологічних речовин, які мають адаптогенні та антирадикальні властивості, що було підтверджено на моделі гострої гіпоксії, належить ацизол [120, 121]. Механізм дії ацизолу пояснюється його впливом на кооперативну взаємодію субодиниць гемоглобіну, в результаті чого поліпшуються кисеньзв’язуючі властивості крові та зменшується відносна спорідненість гемоглобіну до оксиду вуглецю. Крім того, ацизол знижує потребу організму в кисні, сприяє підвищенню стійкості до гіпоксії органів, найбільш чутливих до нестачі кисню (головний мозок, міокард, печінка) [122]. Експериментально і клінічно показано, що ацизол підвищує виживаність при важких інтоксикаціях СО, знижує вираженість інтоксикації за показниками тяжкості метаболічного ацидозу, перешкоджає наростанню карбоксигемоглобіну та прискорює дисоціацію карбоксигемоглобіну і виведення СО з повітрям, що видихається [123, 124]. В експериментах встановлено, що раннє застосування ацизолу з лікувальною метою зменшує вираженість морфологічних змін у тканинах головного мозку та міокарді, сприяє збереженню та більш повному відновленню функцій ЦНС [125, 126].
Новий підхід до корекції систем ліпідпереокиснення та антиоксидантного захисту при гіпоксії полягає у впливі на єдину ланку, що залучається в генерацію первинних радикалів, та у підтримці активності антиоксидантних ферментів [127]. Сучасні уявлення про ключову роль порушень мітохондріального окиснення, сполученого з фосфорилюванням аденіннуклеотидів, в запуску процесів вільнорадикального окислення і пригніченні систем антиоксидантного захисту дозволяють припустити, що

збереження роботи даної енергетичної системи клітини під час і після гіпоксії/ішемії за допомогою антигіпоксантів попередить як генерацію вільних радикалів, що викликають активацію ліпідпереокиснення, так і пригнічення антиоксидантних ферментів [128]. До такого роду речовин належить гутимін, який гальмує активацію перекисного окиснення ліпідів, перешкоджаючи накопиченню малонового диальдегіду та гідропероксидів ліпідів, а також падіння рівня відновленого глутатіону в умовах гіпоксії. Дані ефекти гутиміну супроводжуються пригніченням супероксиддисмутази та каталази [128].
Інше похідне амінотіолової групи – амтізол – виявився високо ефективним в якості антигіпоксанту при формуванні різних видів гострої гіпоксії [129-132, 141]. Як встановлено, амтізол істотно знижує потребу організму в кисні за рахунок ослаблення дихального контролю в тканинах, пригнічення нефосфорилюючих видів окислення, стимуляції сполучення процесів окислення і фосфорилювання в мітохондріях [133, 134]. Вивчення дії даної речовини, проведене на субклітинному рівні, дозволило виявити, що амтізол на тлі розвитку гіпоксичної гіпоксії підвищує енергетичний потенціал клітини, активізує транспорт макроергів з мітохондрій в енергоспоживаючі компартменти, що сприяє заощадженню запасів кисню з подальшим перерозподілом їх на користь життєво важливих органів [1].
В якості речовин, що пригнічують процеси вільно-радикального та мікросомального окислення, використовують α-токоферол, дигідрокверцетин та емоксипін. Застосування антиоксидантних препаратів в складі ліпосом посилює протективний ефект щодо перекисного гемолізу еритроцитів (ПГЕ) [135]. Зниження ПГЕ супроводжується зниженням вмісту малонового диальдегіду. Це свідчить про те, що ліпосоми з антиоксидантами чинять виражений мембраностабілізуючий ефект а, отже, підвищують перекисну резистентність еритроцитів. Експериментально встановлено, що ліпосоми, які містять емоксипін, мають максимальний мембраностабілізуючий ефект.

Це проявляється в максимальному зниженні ступеня ПГЕ, зниженні вмісту малонового диальдегіду і запобіганні трансформації еритроцитів [136, 137].
Висока мембраностабілізуюча активність ліпосом з емоксипіном, на думку авторів [135], обумовлена здатністю самого емоксипину взаємодіяти не тільки з мембраною, а й його хорошою розчинністю у водних середовищах, що дає можливість чинити ефект як на рівні плазмолемми, так і в просторі цитоплазми. Крім того, емоксипін здатний взаємодіяти з супероксидними радикалами, пригнічуючи тим самим ініціальні стадії вільно-радикального окиснення та посилюючи пригнічуючий ефект ліпосом з емоксипіном щодо процесів ліпідпереокиснення [138].
Антигіпоксичні властивості виявлені у біологічно активних речовин з лікарських рослин: похідних антрацену, сапонінів, кумаринів, флавоноїдів, спиртів фенолового ряду та їх глікозидів [139]. Підвищують стійкість до гіпоксії		речовини		з	антиоксидантною	дією,	в	тому	числі		природні антиоксиданти (α-токоферол, β-каротини, похідні пірокатехіна, вітамін К, убіхінон, цистеїн, глутатіон і деякі мікроелементи (кремній, мідь, селен, хром, цинк) [122, 125, 140]. Антигіпоксичним ефектом володіє лівокарнітин, що	бере	участь		в		транспорті			одноланцюгових	жирних	кислот	в мітохондріальний		матрикс	і	в	модуляції	внутрішньоклітинного	пулу коферменту		A,	який			необхідний			для		активування		карбоксил-вмісних метаболітів, що є важливим для оптимізації енергетичного метаболізму [140]. Серед	препаратів,  що			володіють		антигіпоксичними	властивостями виділяють метапрот (бемітил). Метапрот крім антигіпоксичної чинить також адаптогенну, антиастенічну, ноотропну, антиоксидантну, імуномоделюючу дію, здатний підсилювати регенерацію та репарацію тканин [142, 143]. Механізм дії препарату полягає в активації синтезу РНК та білків, в т. ч. ферментних та тих, що мають відношення до імунної системи. Відбувається активація синтезу ферментів глюконеогенезу, які забезпечують утилізацію лактату та ресинтез вуглеводів. Посилення синтезу мітохондріальних ферментів і структурних білків мітохондрій забезпечує збільшення

енергопродукції і підтримання фосфорилюванням. Збереження

високого ступеня сполучення окиснення з високого рівня синтезу АТФ при дефіциті

кисню сприяє вираженій антигіпоксичній активності. Метапрот підсилює синтез антиоксидантних ферментів і має виражену антиоксидантну дію, а також підвищує стійкість організму до дії екстремальних факторів (фізичне навантаження, стрес, гіпоксія, гіпертермія) [144, 145].
Одним з ефективних засобів метаболічної дії з багатовекторними і поліорганними позитивними ефектами є препарат актовегін. Основою фармакологічної дії актовегіну є поліпшення транспорту та утилізації глюкози та поглинання кисню клітинами, що призводить до поліпшення обміну речовин в клітинах, активації ферментів окисного фосфорилювання [146, 147]. Під впливом актовегіну значно підвищується захоплення та утилізація кисню клітинами різних органів і тканин. Це призводить до поліпшення оксигенації в мікроциркуляторній системі. Антиоксидантна дія актовегіну обумовлена наявністю високої супероксиддисмутазної активності. На користь здатності актовегіну посилювати енергетичне забезпечення свідчить те, що після застосування препарату в нейронах спостерігається збільшення вмісту макроергів (АТФ, АДФ, фосфокреатин) [148]. Актовегін також покращує енергетичний потенціал в ендотелії судин, що призводить до посиленого вивільнення ендогенних речовин з вазодилатуючими властивостями – простацикліну та оксиду азоту. Завдяки цьому істотно поліпшується перфузія тканин головного мозку [149-151].
Аналіз даних літератури [152-158], що стосуються сучасних принципів фармакотерапії захворювань та патологічних станів, в основі патогенезу яких лежить гіпоксичний синдром, свідчить на те, що вельми ефективними в цьому випадку можуть бути речовини, що забезпечують шунтування ділянок гіпоксичної блокади електрон-транспортного ланцюга мітохондрій за допомогою штучних переносників електронів та відновлення пулу окислених коферментів. До таких речовин належать цитохром С, кислота аскорбінова, коензим Q, оліфен.

Так, зокрема, вивчення біохімічної природи можливої дії оліфену в експерименті показало, що препарат володіє дією на дихальний ланцюг мітохондрій, завдяки високим електронно-акцепторним властивостям, що характерні для поліфенольної структури [160, 161]. В умовах експериментальної гіпоксії оліфен підвищував ефективність тканинного дихання, сприяв розвантаженню тканин від недоокиснених продуктів, нормалізував концентрацію іонів водню та відновлював функцію мітохондрій. Передбачалося, що за рахунок шунтуючого механізму в мітохондріальному ланцюзі перенесення електронів оліфен сприятиме швидкому окисненню відновлених еквівалентів і нормалізуватиме процеси дихання в тканинах з високим рівнем метаболізму. На перевірку в клінічних умовах оліфен виявився найактивнішим антиагрегантом і всі антигіпоксичні ефекти можна було пояснити поліпшенням мікроциркуляції та опосередкованою сприятливою зміною кисневого режиму тканин [90, 161].
Убіхінон (коензим-Q) є обов'язковим компонентом електронно- транспортних ланцюгів. Антиоксидантна функція убіхінону була доведена після того, як зниження вмісту убіхінону в мітохондріях супроводжувалося посиленням перекисного окислення, а його відновлення - зворотним ефектом [162]. Відновлений убіхінон є єдиним ліпідорозчинним антиоксидантом, який синтезується в клітинах тварин і людини, а також постійно регенерується з окисленої форми за допомогою ферментних систем організму. Обидві форми убіхінону зустрічаються у всіх клітинних мембранах, в плазмі крові і ліпопротеїнах низької щільності [162, 163]. Встановлено, що убіхінон проявляє свій антигіпоксичний ефект шляхом попередження формування поширеної мембранопатії за рахунок регуляції прооксидантно- антиоксидантної рівноваги через виражену антиоксидантну дію та є ефективним, зокрема, при постгіпоксичній кардіопатії [162].
А згідно даних автора [164], застосування коензиму Q (убіхінону) сприяло поліпшенню показників крові піддослідних тварин, вони легше переносили гіпоксію, перший агональний вдих наступав в середньому на 3

хвилини пізніше, ніж в контрольній групі. Електрофоретична рухливість еритроцитів після моделювання гіпоксії в дослідній групі була на рівні інтактної, концентрація малонового діальдегіду стабілізувалася [164].
Поряд з локальними і системними метаболічними зрушеннями в тканинах, зумовленими гіпоксією, ацидозом, активізацією процесів ліпопероксидації при гіпоксіях різного ґенезу, виникає комплекс метаболічних і функціональних зрушень, зумовлених викидом гормонів адаптації – катехоламінів, глюкокортикоїдів. При надмірній активації симпатоадреналової системи (САС) реакції адаптації досить швидко трансформуються в дезадаптаційні процеси [165], тому є раціональним застосування препаратів, що знижують активність САС. Автори [166] припустили, що теофілін можна безпечно поєднати з агоністом β2-адренорецепторів бамбутеролом для підвищення доставки кисню у пацієнтів з гіпоксемією. Комбінація препаратів значно покращила гіпоксичну витривалість щурів. Бамбутерол викликав підвищення ЧСС приблизно на 13 ударів на хвилину, зниження плазматичної концентрації іонів калію співпало з піковою концентрацією бамбутеролу в плазмі.
Провідне місце за екстреністю впливу на тлі розвиненої картини тканинної гіпоксії займають субстратні антигіпоксанти [160]. Першими з них можна вважати амінокислоти – глутамінову, аспарагінову, цистеїн та їх солі. Механізм захисної дії амінокислот при гіпоксії не з'ясований, хоча в ряді досліджень доведено активування ними процесів окисного фосфорилювання, що дуже важливо для лікування хворих, у яких органна гіпоксія визначає розвиток ендогенної інтоксикації. Експерименти та клінічне застосування глютамінової кислоти в передішемічному періоді (20 мг/кг) при кардіохірургічних операціях дозволили довести, що глутамінова кислота відновлює субстратний фонд циклу Кребса за рахунок утворення α- кетоглутарової та щавелевоуксусної кислот, що призводить до НАДН- залежного відновлення фумарата [167, 168]. Крім того, глутамінова кислота має виражену антиоксидантну та мембраностабілізуючу дію завдяки

пригніченню процесів ліпідпереокиснення [169]. Проте, широкому впровадженню цих засобів в програми невідкладної терапії гіпоксичних станів може перешкоджати можлива нейротоксична дія глутамінової та цистеїнової кислот [170, 171].
Існує думка, що перспективним способом підвищення резистентності організму до гострої екзогенної гіпоксії може служити своєчасне застосування фармакологічних засобів, які знижують загальну фізичну активність [172-174]. Останнє гарантує більш економний режим витрачання доступних для дихання кисневих ресурсів. Відомо, що лімітування тканинних та органних метаболічних запитів може бути забезпечено речовинами, що відносяться до класу антигіпоксантів-металокомплексів [175]. Зокрема авторами [64, 172] було показано, що однією з таких сполук є селенвмісна речовина πQ1983, яка ефективно захищає лабораторних тварин від наслідків, обумовлених розвитком гострої екзогенної гіпоксії. На тлі дії речовини πQ1983, введеної парентерально або всередину, підвищення резистентності тварин до гіпоксичного впливу супроводжувалося ознаками, які побічно свідчать про послаблення енергетичного обміну.
На жаль, наявність широкого асортименту препаратів, які можуть впливати на різні ланки патогенезу, не завжди гарантує успіх терапії і в теперішній час виправданим здається цілеспрямований пошук високоефективних та безпечних антигіпоксантів серед фармакологічних речовин різної хімічної будови, зокрема серед металвмісних комплексів, які б поєднували властивості мембранопротекторів та антиоксидантів з антирадикальним ефектом.
Таким чином, з урахуванням всіх викладених відомостей про патогенетичні особливості формування гострих гіпоксичних порушень на рівні органів і тканин, а також про ступінь залучення в ці процеси реакцій вільно-радикального типу, слід вважати правильним, що будь-який перспективний антигіпоксант крім метаболічної дії повинен володіти й антиоксидантним ефектом. Проте арсенал наявних препаратів, виготовлених

на основі природних антиоксидантів, не включає в себе речовин, що чинять високоефективну дією при розвитку гострих гіпоксичних станів екзогенної природи. З цієї причини багатообіцяючим виглядає напрямок пошуку нових гіпоксопротекторних речовин не серед класичних антиоксидантів, а серед гетерометалічних комплексів германію, що були поєднані з 3d-металами з метою посилення їх фармакологічної активності.

1.3. Координаційні	сполуки	германію	як	потенції	засоби фармакокорекції невідкладних гіпоксичних станів

Останніми роками дослідження германійогранічних сполук германію (ГОС) та координаційних сполук германію (КСГ), що мають широкий спектр біологічної активності, є одним з перспективних напрямків у сучасній фармакології [176, 177].
Бурхливий розвиток германійорганічної хімії в другій половині минулого сторіччя сприяв значному розширенню теоретичних уявлень щодо застосування органічних сполук германію для створення нових лікарських засобів [178]. У 1950-ті роки доктор К. Асаї (Японія) вперше встановив, що органічні сполуки германію, які містять зв’язок германій-карбон, забезпечують перенесення кисню в тканинах організму, підвищують імунітет, виявляють протипухлинну активність та безліч інших біологічних ефектів [178, 179].
За теорією К. Асаї в крові людини ГОС чинять дію, аналогічну дії гемоглобіну, попереджаючи розвиток гіпоксії [180]. Механізм біологічної дії сполук германію пов'язаний з особливостями електронної будови його атомів, що містять 32 електрона, з яких 4 знаходяться на зовнішньому електронному рівні. Коли до такого атома наближається позитивно заряджений іон (або полярна молекула), один з зовнішніх електронів легко відривається, у результаті чого утворюється позитивно заряджений іон. У такому випадку будь-який вільний електрон, що поблизу, буде прагнути

заповнити цю втрату, а германій – відновити свою звичайну електронну будову. Припускають, що подібне відбувається й у живому організмі, де атом германію може взаємодіяти з зарядженими іонами, знижуючи їхній електричний потенціал. Враховуючи, що потенціал мембран злоякісних клітин вище, ніж здорових, то не виключено, що германій позбавляє ракові клітини «зайвих» електронів і, таким чином, знижує їхній електричний заряд, що врешті позбавляє пухлинні клітини здатності до проліферації. Ймовірно, і знеболювальна дія органічних сполук германію також пов'язана з його здатністю «перехоплювати» вільні електрони. Оскільки больові імпульси передаються з периферії в мозок нервовими клітинами за участю нейромедіаторів та своєрідного електронного ланцюга, є підстави думати, що сполуки германію гальмують або зовсім припиняють рух електронів подібно іншим відомим аналгетичним засобам. Механізм радіозахисної дії германію (наприклад, при гамма-радіаційному опроміненні злоякісних новоутворень) також пояснюють його унікальною здатністю виконувати роль своєрідної пастки електронів та інших негативно заряджених частинок [181, 182].
Першу ГОС було синтезовано ще у 1887 році. Однак найінтенсивніше вивчення германію почалося лише в середині ХХ століття, коли К. Асаї у 1968 році встановив, що 2-карбоксиетилгермсесквіоксан (відомий як Ge-132) має широкий спектр біологічної активності, у тому числі протипухлинної [183-185]. Ge-132 широко застосовується в медичній практиці, особливо в хіміотерапії раку [186]. Ge-132 має також аналгетичну [187], протизапальну, антиоксидантну [188], імуномодулюючу [189] і противірусну дію [190], має гіпотензивні [191] і нейротропні властивості, є гепатопротектором і радіопротектором і при цьому відрізняється низькою токсичністю [177, 192]. Крім того, цю сполуку запропоновано для лікування низки серцево-судинних захворювань [193], гепатиту [194]. А також Ge-132 має гіполіпідемічну дію [195]. В експерименті показані остеопротекторні властивості Ge-132 [196] та ефективність у лікуванні катаракти [197].

Синтезовано й вивчено велику кількість похідних біс(2-гідроксиетил германій) сесквіоксиду. Так, зокрема, синтезовано низку його складних ефірів хінолінового ряду й показано [198], що введення хінолінових замісників підвищує їхню протипухлинну активність. При цьому найбільшу ефективність має β-(8-хіноліновий ефір) 2-карбоксиетилгерманій сесквіоксид (пригнічення росту клітин аденоми простати PC-3М до 78 %).
З інших сесквіоксидів високу протипухлинну активність показав γ- тіокарбамідоприлгерманій сесквіоксид, для якого в тестах (у концентрації 50 мкг/л) на клітинах КВ (клітини епідермоїдного раку людини), НСТ (клітини раку товстої кишки людини) та Bel (клітини гепатоцелюлярної карциноми) пригнічення склало 92,9, 84,9 і 70,9 % відповідно [199].
Авторами [200] виявлені радіозахисні ефекти герматіазолідинів, а при вивченні радіопротекторних ефектів комплексу GeO2 з D-фруктозою показано, що водний розчин цієї сполуки має радіозахисну дію при введенні мишам, опроміненим рентгенівськими променями. З метою створення на основі ГОС лікарських засобів з радіопротекторними властивостями спеціально синтезовано низку гермадитіоацеталів похідних заміщених нафтилетилімідазолідинів (R = H, Me; R1=R2=н-C6H13, ізо-C5H11) [201]. Радіопротекторним ефектом характеризуються похідні 2,2′-оксидиетантіолів (X = О), 2,2′-тіодиетантіолів (X = S). У 2,2'-оксидиетантіолів також виявлено протипухлинну активність на 7 видах ракових клітин і показано, що хоча ці сполуки мають виражену цитостатичну активність, але, разом з тим, вона помітно нижча, ніж у відомих цисплатину та етопозиду [202].
Велику групу біологічно активних сполук представляють трициклічні германійорганічні похідні триетаноламіну 1-герма-2,8,9-тріоксо-5-азатри- цикло[3.3.3.01,5]ундекану (герматрани) [203]. Суттєвою відмінністю даних сполук від розглянутих вище є наявність координаційного зв’язку Ge←N, що дозволяє віднести їх також до внутрішньо-комплексних ГОС:




Серед нових герматранів отримані бензил- і бромбензилзаміщені (R=CH2C6H5,CH2C6H4Br) герматрани, які показали низьку токсичність (LD50
> 1000 мг/кг) і широкий спектр нейропротекторної активності, зокрема, бромбензилзаміщені герматрани покращують процеси пам'яті [204].
Синтезовано також похідні герматрану з коричною кислотою [205] (R=CH(C6H4OH)CH2COOH)	і	кавовою	кислотою	[206] (R=CH(C6H3(OH)2)CH2COOH, з низькою токсичністю та вираженою протипухлинною активністю. Причому похідні кавової кислоти виявилися більш активними. Синтезований амід триметилгермілпропіонової кислоти – аміноаналог аскорбінової кислоти з антиоксидантними властивостями – запропонований для лікування атопічного дерматиту [207].
Інша ГОС з триметилгермільною групою – 6-O-[3-(триметилгерміл)-β- D-глюпіранозид – завдяки своїй високій розчинності у воді є менш токсичною сполукою, але більш активно стимулює вироблення ендогенного інтерферону порівняно з Ge-132 [208]. Синтезовано також триалкілгермілзаміщені трифторацетилфурани (R = Me, Et) і вивчено їхні анестезуючі властивості та цитотоксичність [209].
Серед інших класів ГОС синтезовано герма-γ-лактони (R = Me, Ar):


і досліджено їхній вплив на життєдіяльність 7 видів патогенних бактерій та здатність пригнічувати активність уреази. Особливо ефективними ці сполуки виявилися проти Proteus mirabilis та Saccharomyces cerevisiae [210]. Як

потенційні	імуномодулятори	досліджені	германати	амінокислот	з інтерфероніндукуючою дією, наприклад, біс-гістидин германат:

Крім гістидину було використано також метіонін і глутатіон [211].
Експериментально доведено наявність виразної антиоксидантної дії пропагерманію [212, 213]. Саме ця його властивість наштовхнула фармакологів на ідею створення нового антиоксидантного засобу на основі пропагерманію. На відміну від інших відомих антиоксидантів, які широко використовуються в косметиці, зокрема, вітамін Е, полімер пропагерманій не проникає    крізь    шкіру,    а    залишається    на    її    поверхні,    формуючи
«антиоксидантну»    плівку    і    забезпечуючи,    таким    чином,    захист  від
«зовнішніх» вільно-радикальних агентів (наприклад, активних форм кисню). Крім того, порівняно з іншими «косметичними» антиоксидантами (вітамін Е, коензим Q10), пропагерманій відрізняється високою стабільністю in vitro [214].
Важливо наголосити, що пропагерманій має також гепатопротекторні та імуномодулюючі властивості [215, 216], і його застосовують у лікуванні хронічного вірусного гепатиту В [217]. У ряді досліджень показано антисклеротичну [218, 219] та протизапальну [220] активності пропагерманію. Описано ефективність лікування пропагерманієм мієломної хвороби [221].
Дослідження протипухлинної активності шести герматранів (трициклічних германійорганічних похідних триетаноламіну) загальної формули R-Ge(OCH2CH2)3N, що проведені на п'яти тест-системах, показали їхню високу хіміотерапевтичну ефективність. Так, 1-гідроксигерматран збільшував тривалість життя щурів з асцитною пухлиною Ерліха на 78 % порівняно з контролем. Приблизно таку саму за інтенсивністю протиракову

активність (75 %) на експериментальній моделі саркоми 37 виявляв 1- триметилсилоксигерматран, дещо меншу – 1-триметилгермокси- і 1-гідроксигерматран. Подальші дослідження показали перспективність цих сполук як потенційних протипухлинних препаратів [222, 223].
Фармакологічні дослідження протипухлинної активності ГОС дозволили дійти висновку, що одним з механізмів їхньої антибластомної дії є здатність індукувати в організмі утворення ендогенного інтерферону, а також безпосередньо або опосередковано стимулювати продукцію фактора некрозу пухлин [224]. Препарати германію, які практично позбавлені токсичності, при пероральному введенні мишам є потужними індукторами ендогенного синтезу інтерферону, що стимулює активність природних кілерних клітин [225]. Германійвмісні сполуки є стимуляторами продукції ІЛ-4, що підвищує природну кілерну активність і є чинником диференціювання прекурсорів Th2, які продукують широкий спектр цитокінів (ІЛ-3, ІЛ-4, ІЛ-9, ІЛ-13), у свою чергу, стимулюючих природну кілерну активність [226]. Наразі відомо, що дія γ-інтерферону та ІЛ-4 на пухлинну лінію фібробластів сприяє пригніченню індукованої фактором некрозу пухлини-α продукції металопротеїнази-3 (стромелізину) і колагеназ, що порушують цілісність екстрацелюлярного матриксу, а інтерферони α, β, γ беруть участь в упорядкуванні архітектоніки екстрацелюлярного матриксу [227].
Таким чином, ГОС не тільки сприяють підвищенню активності природних кілерних клітин, але й гальмують метастазування пухлинних клітин. Одна з такого роду сполук – спірогерманій:

Він використовується для лікування раку легенів і сечового міхура та як хіміотерапевтичний засіб при розвитку резистентності пухлин до препаратів цисплатину, вінкристину, метотрексату або адріаміцину [178].

Натепер досить детально досліджено вплив ГОС на морфогенез тканин. Так, отримано цікаві дані щодо позитивного впливу карбоксиетилгермсесквіоксану (O1,5GeCH2CH2COOH)n на мінералізацію кісток та високу терапевтичну ефективність даної сполуки на експериментальній моделі остеопорозу в щурів [180].
При вивченні впливу 1-ізопроксигерматрану на проліферативно- репаративну функцію сполучної тканини встановлено стимулюючий ефект цієї сполуки, що проявляється в значному збільшенні вмісту в клітинах нуклеїнових кислот, колагену (оксипроліну), глікопротеїдів (зокрема, глікозаміногліканів) на тлі високої біосинтетичної активності [228].
В	окремих	роботах	[229]	показана	здатність карбоксиетилгермсесквіоксану уповільнювати розвиток амілоїдозу в мишей, а також чинити антиоксидантну дію, яка реалізується шляхом підвищення активності глутатіонпероксидази, СОД і каталази [213], що, ймовірно, зумовлено антиокиснювальними властивостями германію. При вивченні протизапальної активності ГОС виявлено синергізм дії карбоксиетилгермсесквіоксану з глюкокортикоїдами [214].
Встановлено також противірусні властивості ГОС відносно вірусів грипу [230] та простого герпесу HSV-1 [226].
Опубліковано цікаві дані про вплив 1-адамантилгерматрану на перебіг гіпоксії. Ця сполука в дозі 50 мг/кг збільшує тривалість життя тварин в умовах гострого дефіциту кисню (на 73,8 %), а в дозах 100 – 200 мг/кг антигіпоксичні властивості реалізуються і на моделі гіпобаричної гіпоксії – збільшується тривалість життя дослідних тварин порівняно з контролем у 4 – 9 разів [231].
Гепатопротекторні властивості ГОС реалізуються завдяки здатності пригнічувати пероксидацію ліпідів з одночасною активацією системи антирадикального захисту організму, нормалізувати співвідношення холестерин/фосфоліпіди на експериментальній моделі гепатиту [232]. У

літературі [233-235] описані протиаритмічні, протисудомні, седативні, міорелаксуючі, ноотропні, адаптогенні та антигіпоксичні властивості ГОС.
На думку багатьох вчених, германій є життєво необхідним (ессенціальним) мікроелементом. Норма його споживання в органічній формі
· не менше ніж 0,5 мг на 1 добу, між тим, з харчовими продуктами людина отримує в сотні разів менше. Дефіцит германію в організмі призводить до стану гіпоксії, внаслідок чого порушується робота всіх органів і систем. Основні прояви дефіциту германію – це синдром хронічної втоми, зниження фізичної та розумової працездатності, гіповітаміноз, хронічна й часта захворюваність, підвищений ризик розвитку ішемічної хвороби серця, інсультів, остеопорозу, вірусних захворювань та проліферативних процесів [178].
Відомо, що введення в організм біометалів у вигляді координаційних сполук (екзогенних комплексів), тобто у формі, найбільше наближеній до тієї, у якій метали знаходяться в біологічних системах, може призводити до реалізації цими сполуками функцій, властивих біокоординаційним комплексам природного походження (ендогенним комплексам). Тому такі екзогенні комплекси металів, до складу яких входять біоліганди різної структури, завжди менш токсичні, ніж їхні неорганічні й органічні аналоги без біосубстратів.
Встановлено, що застосування координаційних сполук біометалів дозволяє досить ефективно регулювати їхню концентрацію в органах у необхідній організму формі, транспортувати лікарський засіб до місця локалізації патологічного процесу, усувати токсичну дію катіонів металів та інших речовин. У зв'язку з цим виникла ідея при створенні лікарських препаратів, що містять германій, використовувати замість органічних, його координаційні сполуки з біологічно активними органічними лігандами – ендогенних метаболітів різної структури [236].
Сьогодні спільними зусиллями фармакологів України досліджено фармакодинаміку та фармакокінетику низки координаційних сполук

германію з різними біолігандами, які були синтезовані на кафедрі загальної хімії та полімерів Одеського національного університету імені І. І. Мечникова під керівництвом професора І. Й. Сейфулліної, на різних моделях киснедефіцитних станів, зокрема таких, як гіпоксія замкнутого простору, гіпоксія на тлі перегріву, синдром тривалого розчавлювання, гостра церебральна ішемія, гостра інтоксикація, закрита черепно-мозкова травма та ін. [237-240].
Останніми роками увага дослідників зосереджена на вивченні фармакологічних характеристик гомо- та гетерометалічних комплексів германію: 1 – [GeCl2(Nic)4]Cl2 (Nic – нікотинова кислота), 2 – [GeCl2(Nad)4]Cl2 (Nad – нікотинамід), 3 – (PamH)6[Ge(-OH)(-Оedph)]6, 4 – [Mg(H2O)6]2H2[Ge(-OH)(-Оedph)]6 (Н4Оedph – оксиетилідендифосфонова кислота, Pam – пірацетам), 5 – Na2[Ge(OH)(Dtpa)]2H2O, 6 – K2[Ge(OH)(Dtpa)]2H2O (Н5Dtpa – диетилентриамінпентаоцтова кислота) (див. рис. 1.1) [160, 224]. Фармакотерапевтичну ефективність такого типу КСГ з біолігандами різної будови доведено на різних моделях невідкладних станів, основою патогенезу яких є гіпоксичний синдром [18, 237].
Вважаємо за доцільне особливо підкреслити, що згідно з результатами токсикометричних досліджень, проведених на доклінічному етапі, практично всі розглянуті гомо- та гетерометалічні КСГ при внутрішньочеревинному введенні за параметрами токсичності (LD16, LD50, LD84, LD99) і небезпеки (tgα, 1/LD50, 1/LD50 tgα, ((LD84/LD50) + (LD50/LD16))/2, 1/(LD50·S)] є
малотоксичними і практично безпечними сполуками для теплокровних.
Отримані дані в експерименті та їхня екстраполяція на людину дозволяють характеризувати всі досліджені в токсикологічному експерименті КСГ як безпечні в плані виникнення й розвитку гострих смертельних отруєнь за умов парентерального надходження в організм людини [18, 242, 243].
Центральною ланкою фармакодинаміки КСГ є їхня здатність ефективно коригувати такі параметри енергетичного метаболізму, як

енергетичний заряд, енергетичний потенціал, індекс фосфорилювання, термодинамічний контроль дихання за рахунок усунення дисбалансу в системі АДФ-АТФ-АМФ у клітинах, а також чинити протекторну дію відносно активності ферменту, що завершує внутрішній окисно-відновний цикл гліколізу – лактатдегідрогенази за умов гострих киснедефіцитних станів будь-якого ґенезу [240, 244, 245].
У той самий час майже всі координаційні сполуки германію мають здатність коригувати порушення вуглеводного обміну при кисневій недостатності (ішемії) шляхом попередження зниження концентрації глюкози, глікогену та пірувату на тлі зменшення рівня лактату й рівня окисно-відновного потенціалу [18].
Загальновідомим фактом є те, що при дослідженні будь-якого потенційного лікарського засобу головним є встановлення його механізму дії. У цьому сенсі слід вважати вивчення механізму протигіпоксичної (протиішемічної) дії КСГ з біолігандами вкрай актуальним. Відомо й те, що вичерпні дані щодо механізму дії нового лікарського засобу мають бути отримані на субклітинному, а краще, на молекулярному рівні. Враховуючи це, великий інтерес викликають результати ЕПР-досліджень. Так, за допомогою ЕПР-спектрометрії досліджено механізм протигіпоксичної (протиішемічної) дії КСГ за умов гострої киснедефіцитної патології різного ґенезу. Дані ЕПР-спектрометрії гепатоцитів щурів з формою екстремального стану, досліджуваного на тлі застосування потенційних протигіпоксичних засобів, дозволили встановити особливості фармакодинаміки КСГ: попередження зменшення рівня функціонально значущих компонентів мітохондріального і мікросомального електрон-транспортних ланцюгів, що в кінцевому підсумку реалізується поліпшенням функції тканинного дихання і посиленням природних шляхів детоксикації [237, 238].
Отже, в основі механізму протигіпоксичної (протиішемічної) дії координаційних сполук германію з біолігандами за різних моделей, які адекватно відтворюють екстремальні киснедефіцитні стани, лежить здатність

цих потенційних протиішемічних, протигіпоксичних і детоксикаційних засобів ефективно коригувати структурно-функціональний стан мітохондріального та мікросомального електрон-транспортних ланцюгів [237, 238, 244]. Ці дані свідчать про те, що саме в цьому стратегічному напрямку слід здійснювати пошук нових антигіпоксантів – цілеспрямований синтез оригінальних координаційних сполук на основі германію та інших біометалів.
Особливу увагу варто приділити представленим у літературі [246-250] даним з фармакокінетики КСГ в порівняльному аспекті в нормі та при досліджуваному екстремальному стані. Вивчення фармакокінетичного профілю КСГ, що мають високу фармакологічну активність, надалі дозволить встановити перспективні шляхи реалізації їхньої фармакотерапевтичної ефективності, зокрема, обрати раціональну схему дозування й прогнозувати спектр їхніх побічних реакцій та ускладнень. Отже, без наявності відомостей про різноманіття спектра поведінки лікарського засобу в організмі, його кінетики неможливе успішне проведення фармакотерапії багатьох патологічних станів будь-якого ґенезу.
Особливості проходження ГОС в організмі на різних етапах: всмоктування, біотранспорту, розподілу, біотрансформації та екскреції дозволили встановити певні закономірності кінетичних змін субституенту під впливом досліджуваного екстремального стану. Важливо відзначити, що всі ці зміни призводять до реалізації фармакотерапевтичних ефектів КСГ з різними біолігандами за умов певної досліджуваної киснедефіцитної патології [240, 246].
Виходячи з усього вищевикладеного, можна дійти висновку, що сполуки германію різного типу характеризуються досить широким спектром фармакологічної активності та низькою токсичністю. Слід також відзначити результати дослідження фармакокінетичного профілю КСГ на різних моделях патологічних станів, які важливі для реалізації їхніх основних

фармакодинамічних ефектів. Все це є безперечною перевагою КСГ з різними біолігандами перед більшістю сучасних синтетичних лікарських препаратів.
Приведений аналіз результатів експериментальних досліджень та клінічних випробувань демонструє ефективність і перспективність подальшого фармакологічного вивчення сполук германію при різних патологічних станах та захворюваннях.

РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ


Експериментальні дослідження виконані в лабораторії відділу фармакокінетики ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» (далі ДУ «ІФТ НАМН України») відповідно до вимог комісії з біоетики (протокол 01/10/18 від 30.10.2018 р.) та «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» (Україна, 2001), що узгоджується з положеннями «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1985), а також згідно з методичними рекомендаціями ДП
«Державний експертний центр МОЗ України» [251, 252].
Досліди виконані на 312 білих статевозрілих нелінійних щурах обох статей масою 160-200 г. У експерименті використовувалися тварини після проходження карантину за умов віварію експериментально-біологічної клініки ДУ «ІФТ НАМН України» протягом 14 днів. Тварини отримували стандартну дієту в вигляді гранульованого корму за встановленими нормами, доступ щурів до води був вільним.
Виведення тварин із експерименту здійснювали передозуванням ефіру для наркозу згідно з вимогами Комісії з біоетики ДУ «ІФТ НАМН України». У порівняльних токсикометричних дослідженнях використовувались шість оригінальних			координаційних	сполук			германію		(КСГ)	з			різними есенціальними мікроелементами (цинк, мідь, марганець) та біолігандами (лимонна та винна кислоти) під відповідними лабораторними шифрами: манган(ІІ)	біс(цитрато)германат(IV)		–	ОКАГЕРМ-1;		купрум(ІІ) біс(цитрато)германат(IV) – ОКАГЕРМ-2; цинк біс(цитрато)германат(IV) – ОКАГЕРМ-3; манган(ІІ) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-4; купрум(ІІ) тартратогерманат(IV)	–	ОКАГЕРМ-5,	цинк(ІІ)	тартратогерманат(IV)	– ОКАГЕРМ-6.		Всі	сполуки	синтезовані		вперше		у	лабораторії	кафедри загальної хімії та полімерів Одеського національного університету імені

І. І. Мечникова під керівництвом д. хім. н., проф. І. Й. Сейфулліної. Хімічні, зокрема структурні та емпіричні, формули сполук германію, що досліджувалися, представлені в табл. 2.1 (див. додаток 1).
На цьому етапі сполуку, що досліджувалась, уводили одноразово внутрішньоочеревинно в різних дозах у вигляді 1% водного розчину. Розрахунок параметрів гострої токсичності (LD16, LD50, LD84, LD99) проводили методом пробіт-аналізу [253] в програмі для статистичної обробки біомедичних досліджень BioStat Pro 6 [254].
На токсикометричному етапі доклінічних досліджень доцільним було провести серію токсикометричних експериментів з метою вивчення токсичності й небезпеки координаційної сполуки на основі германію та винної кислоти з марганцем під лабораторним шифром ОКАГЕРМ-4, яка відрізняється, за результатами порівняльної токсикометрії, незначною токсичністю  (за  LD50)  та  найменшим  кутом  нахилу  кривої  в координатах
«доза-пробіт». Для всебічної токсикометричної характеристики ОКАГЕРМ-4 визначили наступні показники небезпеки [255]: величина зворотна середньосмертельній дозі (абсолютна токсичність) – 1/LD50; діапазон смертельних доз (зона гострої токсичної дії) – LD84/LD16; функція кута нахилу   (варіабельність   смертельних   доз)   –   S;   яку   розраховували   за
LD84  LD50

формулою:

S  LD50

LD16
2

; сумарний показник токсичності – 1/(LD50‧S);

тангенс кута нахилу кривої летальності – tgα; інтегральний параметр токсичності – 1/LD50‧tgα. З огляду на гостру необхідність наближення результатів експериментального дослідження до умов, з якими лікар може зіткнутися на практиці, ми вважали за потрібне провести екстраполяцію параметрів токсичності на людину. Екстраполяцію проводили з використанням констант біологічної активності за методом Ю. Р. Риболовлєва та Р. С. Риболовлєва [256].
Експериментальною моделлю слугував патологічний процес, що

розвивається в тварин за умов замкнутого простору. Моделювання гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією проводили шляхом розміщення тварин у ізольованих скляних гермооб’ємах (10 см3), які перевертали догори дном і занурювали в піднос з водою, який використовували як гідрозатвор [64, 257], як це показано на рис. 2.1.

Рис. 2.1. Пристрій для моделювання ГЗП у щурів, що застосовувався в роботі.

У скринінговому експерименті усі досліджувані сполуки вводили внутрішньоочеревинно в вигляді 1% водного розчину в дозах 20 мг/кг, 50 мг/кг та 100 мг/кг залежно від речовини за 40 хв до розміщення тварин у гермокамері. При виборі дозового режиму застосування координаційних сполук германію виходили з попередніх даних токсикометричних досліджень та результатів багаторічних досліджень співробітників кафедри фармакології ЛугДМУ, присвячених фармакометричним дослідженням у частині розробки й оптимізації режимів дозування сполук цього класу [258-261]. Як

референтний препарат використовували відомий сучасний вітчизняний антигіпоксант армадін (2-этил-6-метил-3-гідроксипіридина сукцинат) («Лекхім-Харків», Україна) [262]. Армадін вводили внутрішньоочеревинно в дозі 100 мг/кг. Щури контрольної  серії отримували  аналогічний об'єм ізотонічного розчину натрію хлориду.
Фармакопрофілактичну ефективність потенційних антигіпоксантів оцінювали за перебігом клінічної картини гострої гіпоксії з гіперкапнією порівнюючи з контрольною (гіпоксія без лікування) і референтною (гіпоксія
+ армадін) групами тварин та тривалістю життя тварин у гермооб’ємі. При цьому розраховували коефіцієнт протигіпоксичного захисту (К3) та відносний показник збільшення часу життя щурів (П) за наступними формулами [263]:

Кз  Тдосл;

Тконтр

П  Тдосл
Т

 Тконтр 100
контр


, де:


Тдосл – середня тривалість життя щурів дослідної групи, хв; Тконтр – середня тривалість життя щурів контрольної групи, хв.
При розробці режиму дозування (визначення оптимальної дози та часу введення) ОКАГЕРМ-4 вводили внутрішньоочеревинно у вигляді 1 % водного розчину в різних дозах: 0 мг/кг (контроль); 50 мг/кг; 100 мг/кг; 150 мг/кг за 40 хвилин до розміщення тварин у гермокамері.
Ефективність координаційної сполуки германію, що досліджувалась, оцінювали за середньою тривалістю життя щурів за умов ГЗП. Отримані при цьому експериментальні дані інтерполювали на багаточлени Лагранжа та Ньютона, а також на функції виду a(1-e-bx), a(b-e-cx), квадратичну та обернену квадратичну функції з розрахунком їх коефіцієнтів кореляції та стандартних похибок [264]. Надалі розраховували максимум досліджуваної функції шляхом прирівнювання її похідної першого порядку до нуля й знаходження коренів отриманого рівняння з визначенням знака похідної f/(x) у точках х0-0 і х0+0, де f/(x) – похідна першого порядку даної функції, х0- корені рівняння

f/(x)=0 та наступним аналізом загальноприйнятими методами [265-268]. Для вирішення такого роду методичних завдань нами була застосована багатофункціональна комп’ютерна система креслення емпіричних залежностей CurveExpert Pro: 2.6.5 , що працює в середовищі Windows [269].
У подальших серіях експерименту тваринам дослідної групи фармакотерапію екстремального стану, що моделюється, проводили профілактичним внутрішньоочеревинним введенням координаційної сполуки ОКАГЕРМ-4 у експериментально обґрунтованому дозовому режимі: 96,8 мг/кг у вигляді 1 % водного розчину за 40 хв до початку моделювання гіпоксії замкнутого простору.
Належна увага в роботі була приділена вивченню фармакокінетичних параметрів ОКАГЕРМ-4, що є обов’язковим етапом доклінічного вивчення потенційних лікарських засобів. Це було проведено згідно з рекомендаціями ДП «Державний експертний центр МОЗ України» [270, 271] через визначення мікрокількостей германію в тканинах тварин без патології та в тварин, що отримували досліджувану координаційну сполуку з метою профілактики гіпоксії. Як біосубстрати для проведення комплексних досліджень у межах виконання поставлених у роботі завдань з визначення фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 використовували сироватку крові, а також гомогенати печінки, серця, головного мозку, легень та нирок (концентрація 20 %), зразки яких готували на льоду з використанням охолодженого (4оС) ізотонічного розчину натрію хлориду.
Для кількісного визначення германію використовували валідований метод кількісного визначення германію в біологічній матриці зі спектрофотометричним детектуванням [272]. У процесі розробки, затвердження та аналізу використовували такі реактиви: желатин (Sigma- Aldrich), гідроксиламін гідрохлорид (ACROS ORGANICS), гідроокис калію (Merck KGaA), тетрахлорметан (Sigma-Aldrich), фенілфлюорон (Merck KGaA), спирт етиловий медичний (ПрАТ БІОЛІК), соляна кислота концентрована. Як стандарт був використаний розчин германію діоксиду

(GermaniumOxide, EsPI Metals, США). Детектування проводили на спектрофотометрі SmartSpec ™ Plus Spectrophotometer (Bio-Rad Laboratories, Inc, США).
Забір біоматеріалу для визначення фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 здійснювали в динаміці: через 45 хв, 3, 6 та 24 години з моменту одноразового внутрішньоочеревинного введення комплексу. Проводили порівняльний аналіз наступних фармакокінетичних показників на етапі:
· абсорбції ОКАГЕРМ-4 (константа швидкості абсорбції (К01, год-1), період напівабсорбції (t1/2α, год), максимальна концентрація препарату в крові (Cmax, мкг/мл), час досягнення максимальної концентрації в крові (tmax, год));
· розподілу ОКАГЕРМ-4 з центральної камери в периферичні (період напіврозподілу (t1/2, год), константа швидкості прямого масопереносу (K12, год-1), період зворотного масопереносу (K21, год-1), уявний об’єм розподілу в центральній камері (Vd, мл/кг), площа під фармакокінетичною кривою (AUC, год·мкг/мл));
· розподілу ОКАГЕРМ-4 в органи (максимальна концентрація препарату в органі (Cmax, мкг/мл), час досягнення максимальної концентрації в органі (tmax, год), константа швидкості прямого масопереносу (Кij, год-1), константа швидкості зворотного масопереносу (Кji, год-1), площа під фармакокінетичною кривою (AUC, год‧мкг/мл), середній час утримання в органі (MRT, год));
· елімінації ОКАГЕРМ-4 з центральної камери (період напіввиведення (t1/2β, год), константа швидкості елімінації (К10, год-1), середній час перебування в організмі (MRT, год) та загальний кліренс (Clt, мл/год/кг).
Параметри фармакокінетики ОКАГЕРМ-4 обчислювали за допомогою комп’ютерної програми Phoenix WinNonLin 8.1 (Pharsight Corp., Certara L.P., США) [273] з використанням двокомпартментної моделі [274]. Для

розрахунку основних та додаткових фармакокінетичних параметрів германію в центральній камері та органах використано модуль «РК» програми Phoenix WinNonLin 8.1 (Pharsight Corp., Certara L.P., США).
Графіки залежності концентрації германію від часу (у прямих координатах і в напівлогарифмічних координатах), а також діаграми побудовано за допомогою програми Microsoft Excel (з використанням програмного забезпечення Windows 7).
Усі одиниці вимірів, кількісні показники й параметри, що використані при виконанні даної роботи, наведені відповідно до МСО [275]. Статистичний аналіз розрахованих фармакокінетичних параметрів виконано за допомогою програми StatSoft Statistica 10. Вибір статистичного критерію для порівняння фармакокінетичних параметрів у різних станах виконано за результатами перевірки нормальності розподілу за допомогою критерію Шапіро-Уілка. Рівень значимості для цього критерію обрано 0,01. Якщо порівнювані параметри підкорюються нормальному закону розподілу, для порівняння було застосовано t-критерій Стьюдента для незалежних вибірок. У іншому разі для порівняння був використаний непараметричний критерій Манна-Уітні. Рівень значимості для обох критеріїв обрано 0,05 Для порівняння трьох та більше незалежних груп за показником "Тривалість життя" для різних сполук використано дисперсійний аналіз. Оскільки за результатами порівняння дисперсій методом Левена дисперсії в групах відрізняються, було застосовано непараметричний однофакторний дисперсійний аналіз Краскела-Уолліса. Рівень значимості прийнято 0,05. [276].

РОЗДІЛ 3
ПОРІВНЯЛЬНА ТОКСИКОМЕТРІЯ ГЕТЕРОМЕТАЛІЧНИХ КОМПЛЕКСІВ ГЕРМАНІЮ (IV) ТА 3D-МЕТАЛІВ НА ОСНОВІ ЛИМОННОЇ ТА ВИННОЇ КИСЛОТ

У комплексній системі доклінічного дослідження лікарських препаратів першим та обов’язковим етапом є оцінка гострої токсичності сполук, які вивчаються, що в подальшому має зробити гарантованою безпечність їх застосування в клінічній практиці. Адже відомо, що наявність певної реакційної активності в сполук та віддалені наслідки їх застосування можуть бути небезпечними для людей. До цього варто додати, що ключовим завданням лікарської токсикометрії є адекватна оцінка співвідношення фармакотерапевтичної ефективності майбутнього лікарського засобу та тих потенційних побічних реакцій, які можуть виникнути при клінічному застосуванні [277, 278].
У зв’язку з цим, метою даного фрагменту роботи було провести комплексний порівняльний токсикометричний аналіз потенційних антигіпоксантів при їх однократному внутрішньоочеревинному введенні тваринам.
Отримані у токсикометричному експерименті дані про загибель тварин у залежності від доз сполук, що вивчаються, які вводили щурам, наведені у таблиці 3.1. Установлено, що всі гетерометалічні комплекси з різними біолігандами викликають загибель тварин. При цьому варто зазначити, що найбільша загибель тварин фіксується при введенні сполуки ОКАГЕРМ-5 в інтервалі доз 50-150 мг/кг, а при аплікації ОКАГЕРМ-4 – в інтервалі 200-900 мг/кг. Введення ОКАГЕРМ-1, 2, 3, 6 реалізується токсичними проявами на смертельному рівні в дозах, що займають проміжне місце між ОКАГЕРМ-5 та ОКАГЕРМ-4.
Наведені в табл. 3.1 результати були покладені в основу розрахунків параметрів гострої токсичності (LD16, LD50, LD84, LD99) гетерометалічних

комплексів	германію,	з	різними	біолігандами,	що	вивчаються,	які
Таблиця 3.1 Загибель щурів відповідно різним дозам сполук, що вивчаються, за
умов внутрішньоочеревинного введення (n=6)

	Сполука
	Доза, мг/кг
	Загинуло
	Вижило

	

ОКАГЕРМ-1
	400
	0
	6

	
	500
	1
	5

	
	650
	5
	1

	
	800
	6
	0

	
ОКАГЕРМ-2
	50
	0
	6

	
	100
	5
	1

	
	200
	6
	0

	
ОКАГЕРМ-3
	100
	0
	6

	
	200
	5
	1

	
	300
	6
	0

	


ОКАГЕРМ-4
	100
	0
	6

	
	200
	1
	5

	
	500
	2
	4

	
	700
	4
	2

	
	900
	6
	0

	

ОКАГЕРМ-5
	25
	0
	6

	
	50
	4
	2

	
	100
	5
	1

	
	150
	6
	0

	
ОКАГЕРМ-6
	200
	0
	6

	
	350
	4
	2

	
	500
	6
	0



представлені	в	табл.	3.2,	а	для	кращого	візуального	сприйняття	в

порівняльному аспекті на рис. 3.1.
Таблиця 3.2
Параметри гострої токсичності (мг/кг) КСГ, що вивчаються, для білих щурів при однократному внутрішньоочеревинному введенні (n=6)
	Сполука
	Стат.
показник
	LD16
	LD50
	LD84
	LD99

	ОКАГЕРМ-1
	M
±m
	478,62
	582,53
±42,42
	686,43
	738,39

	ОКАГЕРМ-2
	M
±m
	34,09
	85,08
±29,44
	136,06
	161,55

	ОКАГЕРМ-3
	M
±m
	112,26
	170,00
±33,33
	227,73
	256,60

	ОКАГЕРМ-4
	M
±m
	269,70
	551,81
±94,04
	833,91
	974,97

	ОКАГЕРМ-5
	M
±m
	4,52
	52,84
±19,73
	101,16
	125,31

	ОКАГЕРМ-6
	M
±m
	241,11
	327,72
±50,00
	414,32
	457,62



Експериментально доведено, що КСГ, що вивчаються, у залежності від наявності в їх структурі того чи іншого ессенціального мікроелементу або біолігандів у вигляді лимонної чи винної кислот мають досить суттєві відмінності за всіма параметрами токсикометрії (див. табл. 3.2).
Разом із тим, з метою уніфікованої оцінки показників токсичності всіх
6 координаційних сполук, вважаємо за доцільне провести порівняльний аналіз за величиною LD50. Так, згідно цього токсикометричного параметру, найбільш токсичною сполукою є ОКАГЕРМ-5, LD50 якої складає (52,84±19,73) мг/кг. При цьому важливо зазначити, що  молекула ОКАГЕРМ-
5       у       своїй       структурі       містить       мідь       та       винну      кислоту.

Доза , мг/кг
























Рисунок 3.1. Графічне зображення параметрів токсичності (мг/кг) гетерометалічних комплексів германію з лимонною та винною кислотами,  що вивчаються.1200
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Дещо меншою за токсичністю є інша  координаційна  сполука  германію – ОКАГЕРМ-2 (LD50=85,08±29,44 мг/кг), до складу якої також входить мікроелемент Cu(II), але як біоліганд виступає лимонна кислота. Звідси можна дійти попереднього висновку, що основний внесок у ступінь токсичності гетерометалічних комплексів германію (IV) роблять саме мікроелементи, серед яких найбільш «токсичним» видається мідь.
Про справедливість виказаного припущення свідчать результати аналізу сполук ОКАГЕРМ-3 та ОКАГЕРМ-6, які за величиною LD50 займають, відповідно, третє та четверте місця (див. табл. 3.2, рис. 3.1). Загальним для цих сполук є ессенціальний мікроелемент цинк (ІІ).
І, нарешті, найменш токсичними КСГ, що вивчаються, за умов експерименту, є ОКАГЕРМ-4 та ОКАГЕРМ-1, котрі містять однаковий мікроелемент — марганець (ІІ). LD50 цих сполук складає 551,87±94,04 мг/кг та 582,53±42,42 мг/кг, відповідно для ОКАГЕРМ-4 та ОКАГЕРМ-1.

Узагальнюючий аналіз параметрів токсикометрії сполук, що вивчаються, можна зробити висновок, по-перше, що токсикофором у ряду гетерометалічних комплексів з різними біолігандами варто вважати саме метал, а не кислоти, які входять до складу цих молекул. Більш того, уже на цьому етапі досліджень є підстави стверджувати, що найбільш «токсичним» мікроелементом є мідь (ІІ), найменш – марганець (ІІ), а цинк (ІІ) займає проміжну позицію. По-друге, отримані результати дають змогу сформувати у наступному ряду за спаданням сполуки за ступенем їх гострої токсичності (LD50): ОКАГЕРМ-5 > ОКАГЕРМ-2 > ОКАГЕРМ-3 > ОКАГЕРМ-6 > ОКАГЕРМ-1 > ОКАГЕРМ-4.
Наразі цілком очевидно, що небезпечне застосування лікарських засобів будь-якої фармакологічної групи залежить від отриманих на етапі доклінічних досліджень відомостей щодо механізмів їх фармакологічної дії. Тільки в такому випадку можна оцінити допустимий рівень ризику при призначенні нового лікарського засобу в умовах клініки. усе це вказує на доцільність усебічного вивчення нешкідливості потенційного засобу фармакотерапії в експерименті на тваринах. У цьому сенсі вельми інформативними видаються відомості щодо визначення окремих симптомів та симптомокомплексів, що мають місце за умов уведення в організм майбутніх ліків на доклінічному етапі, що, певна річ, буде сприяти максимально коректному прогнозуванню небезпеки застосування препарату, що вивчається, у клінічній практиці.
За умов нашого експерименту опис клінічних проявів впливу гетерометалічних комплексів германію (IV) та перехідних металів на основі лимонної або винної кислот здійснювали при дозах, що відповідають середньосмертельним.
Після введення дослідним щурам сполуки манган (ІІ) біс(цитрато) германат (IV) (ОКАГЕРМ-1) у дозі 500 мг/кг уже через 5 хв стан дослідних тварин характеризувався тим, що щури є малорухливими, із заплющеними очима, загальною сонливістю. При цьому частота дихання реєструється в

межах норми, тонус м’язів також не відрізняється від звичайного. Реакція тварин на звукові, тактильні та больові подразнення є адекватною. водночас тварини не підходять ні до їжі, ні до води. Через 30 хв має місце загибель одного щура. Стан інших тварин через 30 хв майже не відрізнявся від попереднього (на 5-у хв). Надалі спостереження за дослідними тваринами не показало істотних змін функціонального стану протягом 4-х годин. Через 24 години стан дослідних тварин на тлі введення LD50 ОКАГЕРМ-1 характеризується нормальною руховою активністю, адекватною поведінкою, регулярним харчуванням та питтям. Стан шкірного покриву на рівні інтактних щурів. У наступні дні спостереження не виявлено патологічних змін за клінічними показниками у дослідних щурів, яким була введена доза близька до середньосмертельної, до закінчення токсикологічного експерименту.
Перші ознаки впливу сполуки купрум(ІІ) біс(цитрато)германат (IV) (ОКАГЕРМ-2) після внутрішньоочеревинного введення щурам у дозі 100 мг/кг спостерігаються вже через 12 хв; тварини малорухливі – одні лежать, другі сидять, інші періодично рухались, тягнучи задні лапи. При цьому тварини не їли і не пили. Стан дихання за зовнішнім спостереженням не має патологічного характеру. Тварини реагують на больові, тактильні та звукові подразнення звичайним чином. Стан шкіряних покровів у нормі. На 45-у хв усі тварини знаходяться у лежачому положенні – одні на боці, інші на животі із заплющеними очима. Такий стан спостерігався протягом наступних 4-х годин від моменту аплікації сполуки. Через 24 години зафіксовано загибель п’яти з шести дослідних щурів. Останній щур, що вижив, у цей день є вкрай малорухливим, хоча й споживає їжу та воду, а наступного дня проявляє нормальну рухову активність, добре харчується і п’є воду, адекватно реагує на тактильні та звукові подразнення. Такий стан дослідного щура спостерігався до завершення токсикологічного дослідження ОКАГЕРМ-2, тобто 14 діб.
Введення сполуки цинк(ІІ) біс(цитрато) германат (IV) (ОКАГЕРМ-3)

щурам у дозі 200 мг/кг супроводжується проявами токсичного враження вже через 5-7 хв у вигляді зниження рухливості – у основному тварини лежать на животі або сидять. Наступні 15 хв тварини малорухливі, лежать, а при спробі переміщення по клітці тягнуть задні лапи. Тварини не вживають їжі та води, характер дихання у них за зовнішнім спостереженням у межах норми. Щури під дією токсичних доз ОКАГЕРМ-3 адекватно реагували на больові, тактильні та звукові подразнення. Колір шкірних покривів не відрізнявся від стану, який відмічався до введення сполуки, що вивчається. На 40-й хв гострої інтоксикації стан дослідних щурів характеризувався сидячим та лежачим положенням, а у деяких тварин були заплющені очі. у наступні 3 години стан дослідних щурів не змінився – усі тварини сиділи або лежали не рухаючись, тобто знаходились в депримуючому стані. Через 24 години після введення ОКАГЕРМ-3 зафіксована загибель п’яти дослідних щурів. Стан щура, що вижив, у межах норми, хоча зі зниженою спонтанною рухливістю. Ще через добу функціональний стан щура повністю відновився й протягом 14-денного спостереження за клінічним станом не виявлено будь-яких патологічних змін.
Вплив речовини манган(ІІ) тартратогерманат (IV) (ОКАГЕРМ-4) у дозі 500 мг/кг дослідним щурам через 5 хв характеризувався зниженням рухової активності та виразною сонливістю. Стан дихання при зовнішньому спостереженні в межах норми. Реакція тварин на звукові та тактильні подразнення, а також тонус м’язів не відрізняється від такого, що є у тварин інтактної групи. Колір шкірного покриву також не відрізняється від норми. Надалі (через 1 год) клінічні симптоми інтоксикації ОКАГЕРМ-4 тварин не прогресують, інколи реєструється незначне переміщення по клітці. Через 2 години зареєстровано загибель одного з дослідних щурів. Протягом спостереження в наступні 4 години стан решти щурів за клінічними  проявами не відрізняється від попереднього періоду перебігу інтоксикації. Через 24 години фіксується загибель ще одного щура. Решта щурів, що вижили, за зовнішнім виглядом не відрізнялись від інтактних тварин –

нормалізувалась рухова активність, споживання їжі та води без особливостей, стан шкіряних покровів не відрізняється від стану до введення досліджуваної сполуки. Тварини адекватно реагують на больові та звукові подразнення. Такий функціональний стан дослідних щурів продовжувався до 14 доби спостереження.
Введення сполуки купрум(ІІ) тартратогерманат (IV) (ОКАГЕРМ-5) у дозі 50 мг/кг щурам уже через 5 хв супроводжувалось зниженням рухової активності – тварини «тягнули» задні кінцівки, переважно сиділи, лежали на животі, проявлялись ознаки сонливості. Патологічних змін при зовнішньому спостереженні системи дихання, ЦНС (реагування на тактильні, больові, світлові та звукові подразнення) виявлено не було. Через 25-30 хв після потрапляння ОКАГЕРМ-5 у організм тварин усі вони знаходились у лежачому положенні на животі, а вже через 60 хв спостереження тварини були вкрай малорухливі, більшість з них лежали із заплющеними очима, з’явилась пілоерекція. Такі клінічні прояви стану дослідних тварин спостерігались протягом наступних чотирьох годин. У цей день тварини не споживали їжу та воду. Через 24 години з часу введення досліджуваної сполуки серед дослідних тварин було виявлено три загиблі. Надалі загальний стан щурів, що вижили, нормалізувався, вони були досить рухливі, добре споживали їжу та пили воду. Не дивлячись на це, на третю добу загинув ще один щур. У подальший період спостереження за функціональним станом тварин, що вижили, до 14 доби не було виявлено патологічних ознак токсичного ураження.
Стан дослідних щурів, яким вводили цинк(ІІ) тартратогерманат (IV) (ОКАГЕРМ-6) у дозі 350 мг/кг характеризувався зниженням рухової активності з 5-10 хвилини з моменту потрапляння сполуки в організм щурів. Тварини переважно сиділи, у деяких спостерігались корчі. Через 60 хв половина дослідних щурів знаходилась у лежачому положенні на животі (одна на боці) і дві тварини сиділи. При цьому не були виявлені негативні зміни в функціонуванні системи дихання, стану шкіри та слизових оболонок,

реагуванні на зовнішні адекватні подразнення (тактильні, звукові); тонусі м’язів. Варто зазначити, що після введення досліджуваної сполуки тварини не споживали їжу та воду. Через 120-140 хв була зафіксована загибель чотирьох дослідних тварин. У одного щура перед загибеллю спостерігались клоніко-тонічні судоми. Решта тварин, що були піддані токсичному впливу ОКАГЕРМ-6, через 24 години з початку токсикологічного експерименту були малорухливі, сиділи в кутку клітки, інколи пили воду та споживали корм. Через 48 годин з початку досліду у тварин, що вижили, відновилась рухливість, загальний стан, споживання їжі та води на рівні інтактної групи. Такий стан спостерігався до 14 доби.
Таким чином, аналіз та узагальнення результатів спостереження клінічних проявів гострого отруєння координаційними сполуками германію з різними біолігандами, що вивчаються в динаміці, дають змогу дійти висновку, що в основі токсикодинаміки цих потенційних лікарських засобів лежить їх здатність викликати депримуючу дію на функціональну здатність ЦНС, що реалізується, головним чином, зниженням рухливості тварин, а також їх вельми виразною сонливістю та зниженням здатності швидко реагувати на зовнішні подразники різного характеру. На підставі цього можна дійти висновку, що більшість сполук, які вивчаються, та особливо ОКАГЕРМ-4 за клінічними ознаками дуже близькі до класичного антигіпоксанту – гама-оксимасляної кислоти (ГОМК або натрію оксибутират).
Ця обставина може слугувати багатонадійною в плані доцільності подальшого поглибленого фармакологічного вивчення цього ряду координаційних сполук германію у якості потенційних лікарських засобів з антигіпоксичною активністю.
Не менш важливими в інформаційному плані є дані щодо динаміки загибелі щурів за умов уведення їм гетерометалічних комплексів германію в токсичних дозах різного рівня. Отримані при цьому результати, що віддзеркалюють тривалість життя тварин після надходження в їх організм

досліджуваних сполук, представлені в табл. 3.3, згідно з якою терміни загибелі коливаються у вельми широких діапазонах: від 15 хв до декількох діб залежно від величини дози ксенобіотика.
Таблиця 3.3 Динаміка загибелі дослідних щурів при дії токсичних доз речовин, що
вивчаються

	
Сполука
	
Доза, мг/кг
	Кількість тварин, що
загинули
	
Тривалість життя тварин після введення

	
ОКАГЕРМ-1
	400
	0
	

	
	500
	1
	30 хв

	
	650
	5
	24 год., 4 – на 6-ту добу

	
	800
	6
	11 хв, 14 хв, 19 хв, 22 хв, 18 год., 24 год.

	
ОКАГЕРМ-2
	50
	0
	

	
	75
	0
	

	
	100
	6
	Всі через 20 год.

	
	200
	6
	41 хв, 50 хв, 55 хв, 57 хв, 79 хв, 166 хв.

	

ОКАГЕРМ-3
	50
	0
	

	
	100
	0
	

	
	200
	5
	Всі через 20 год.

	
	300
	6
	28 хв, 61 хв, 112 хв, 147 хв, 154 хв, 168 хв.

	
ОКАГЕРМ-4
	200
	1
	Через 6 діб

	
	500
	2
	20 год, 24 год.

	
	700
	4
	15 хв, 29 хв, 30 хв, 35 хв.

	
ОКАГЕРМ-5
	25
	0
	

	
	50
	4
	18 год, 18 год, 24 год, 3 доби.

	
	100
	5
	83 хв, 90 хв, 94 хв, 98 хв, 104 хв.

	
	150
	6
	63 хв, 63 хв, 64 хв, 69 хв, 77 хв, 79 хв.

	
ОКАГЕРМ-6
	200
	0
	

	
	350
	4
	100 хв, 102 хв, 112 хв, 131 хв.

	
	500
	6
	138 хв, 158 хв, 158 хв, 170 хв, 179 хв, 24 год.



На підставі аналізу залежності тривалості життя тварин після надходження в організм речовин залежно від токсичних доз можна припустити, що зона токсичної дії координаційних сполук, що вивчаються, відрізняється великою широтою, а отже, вони є такими, що не викликають

особливого занепокоєння щодо небезпеки в токсикологічному відношенні, а саме чинити гостре смертельне отруєння в випадку їх абсолютного передозування за умов парентерального введення.
Водночас, щоб зробити експериментально обґрунтований висновок щодо небезпеки сполук, що вивчаються, у порівняльному аспекті з урахуванням їхньої хімічної будови, нами зроблена спроба оцінити представників гетерометалічних комплексів германію в залежності від кута нахилу їх кривих у координатах «доза-пробіт».
Результати такого порівняльного аналізу представлені на рис. 3.2. Із наведених даних видно, що не тільки найбільш токсичними, але й найбільш небезпечними координаційними сполуками германію є ОКАГЕРМ-5, 2 та 3.7
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Рис. 3.2. Криві токсичності гетерометалічних комплексів германію, що вивчаються, у координатах «доза-пробіт».

Варто звернути увагу на сполуку ОКАГЕРМ-1, яка є найменш токсичною, але, заразом, має порівняно великий кут нахилу «кривої токсичності», що свідчить про потенційну здатність викликати гостре отруєння.

Що ж стосується сполуки-лідера (ОКАГЕРМ-4), то вона відрізняється практично найменшою токсичністю (за величиною LD50), але, найголовніше, й найменшим кутом нахилу кривої в координатах, що вивчаються. Ця обставина вказує на перспективність подальшого всебічного вивчення та впровадження в клінічну практику сполуки-лідера.
Для встановлення залежності здатності гетерометалічних комплексів германію з різними біолігандами викликати гостре отруєння за умов їх однократного надходження в організм від їх хімічної будови, а саме від наявності того чи іншого перехідного металу, а також лимонної або винної кислот, нами побудовані графіки, на яких зображені криві токсичності конституєнтів, що містять різні біоліганди, тобто цитрат або тартрат, але мають загальний мікроелемент.
На рис. 3.3 зображені криві токсичності сполук марганцю, на рис. 3.4 – міді, на рис. 3.5 – цинку, до складу яких входить лимонна та винна кислоти.7
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Рисунок 3.3. Криві токсичності сполук, що вивчаються, які містять марганець у своїй структурі.
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Рисунок 3.4. Криві токсичності сполук, що вивчаються, які містять мідь у своїй структурі.7
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Рисунок 3.5. Криві токсичності сполук, що вивчаються, які містять цинк у своїй структурі.

З рис. 3.3 видно, що ОКАГЕРМ-1 та ОКАГЕРМ-4, які містять марганець за ступенем токсичності та особливо кутом нахилу кривої в координатах «доза-пробіт», більшою безпечністю відрізняється саме

ОКАГЕРМ-4, до складу якої входить залишок винної кислоти.
Аналіз кривих токсичності, що представлені на рис. 3.4 показує, що координаційні сполуки германію з наявністю в їх структурі такого перехідного металу як мідь, також відрізняються за ступенем токсичності (LD50), але за характером кута нахилу кривої різниці між сполуками ОКАГЕРМ-2 та ОКАГЕРМ-5, які містять відповідно цитрат та тартрат, немає.
З рис. 3.5, на якому наведені криві токсичності цинквмісних сполук (ОКАГЕРМ-3 та ОКАГЕРМ-6) видно, що також тартрат має значну перевагу за величиною LD50 (токсичністю) та кутом нахилу кривої, тобто за ступенем небезпеки.
Отже, порядком проміжного висновку варто наголосити на тому, що будова органічних кислот (біолігандів), які входять у структуру КСГ, чинить різноспрямовану дію на токсичність сполук. Що, ясна річ, затрудняє дійти конкретного висновку про їх вплив на небезпеку виникнення гострого отруєння та потребує більш детального дослідження в цьому напрямку. Водночас, варто наголосити, що в сполук, які містять такі 3d-метали як цинк та марганець, саме наявність у їх структурі залишку винної кислоти сприяє зменшенню їх токсичності та підвищенню ступеня безпеки.
Надалі вважали за доцільне провести порівняльний аналіз токсичності та небезпеки гетерометалічних комплексів германію, що вивчаються, залежно від внеску в ці характеристики перехідного металу, який входить до їх структури.
З огляду на це, вважали за доцільне проаналізувати в порівняльному аспекті криві токсичності координаційних сполук германію, що отримані на основі лимонної або винної кислот, але містять різні перехідні метали. Для більшої наочності побудовані графіки, зображені на рисунках 3.6 та 3.7.
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Рисунок 3.6. Криві токсичності сполук, що вивчаються, на основі цитрату, що містять різні перехідні 3d-метали.7
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Рисунок 3.7. Криві сполук що вивчаються, на основі тартрату, які містять різні перехідні 3d-метали.

Як видно з рис. 3.6, криві токсичності координаційних сполук, що отримані на основі цитрату, але до складу яких входять різні мікроелементи,

мають неоднаковий профіль токсичності, зокрема нахилу кривої в координатах «доза-пробіт». Що ж до токсичності, то сполука, яка має в своєму складі марганець, відрізняється значно більшою величиною LD50, аніж ті, що містять мідь та цинк. Більш того, марганецьвмісна сполука (ОКАГЕРМ-1) має значно менший кут нахилу кривої, що аналізується, проти мідь- та цинквмісних сполук, тобто ОКАГЕРМ-2 та ОКАГЕРМ-3, відповідно. Отже, марганецьвмісна сполука на основі лимонної кислоти у токсикологічному відношенні має суттєві переваги та перспективи.
Порівняльна оцінка ступеню впливу характеру перехідного металу, що входить до гетерометалічного комплексу германію, синтезованого на основі винної кислоти, показує (див. рис. 3.7), що, як і у разі координаційних сполук, котрі отримані на основі лимонної кислоти, найменш токсичною та безпечною є та, яка містить марганець (ОКАГЕРМ-4). Сполуки ж, що включають мідь та цинк, значно більш небезпечні, оскільки мають значно більший кут нахилу токсичності, ніж ОКАГЕРМ-4. За такої умови варто наголосити, що найбільш токсичною речовиною є ОКАГЕРМ-5 та дещо менш токсичною – ОКАГЕРМ-6 порівнюючи з ОКАГЕРМ-4.
Отже, із отриманих в експерименті даних токсикометрії видається можливим дійти переконливого висновку, згідно з чим найбільший внесок у ступінь біологічної активності робить саме перехідний метал. Що ж стосується впливу залишку органічної кислоти на ступінь токсичності та безпеки гетерометалічних комплексів металів, що вивчаються, то він не є суттєвим.
Водночас варто наголосити, що сполуки на основі тартрату є такими, що мають більшу величину LD50, тобто менший ступінь токсичності, а що стосується безпеки марганецьвмісних сполук, то вона більш виразна у ОКАГЕРМ-4, тобто тієї, що синтезована на основі винної кислоти.
З точки зору прикладної лікарської токсикології вельми важливим етапом є зіставлення отриманих параметрів токсикометрії за класифікацією токсичності. Для цього використовували найбільш поширену та найбільш

прийняту класифікацію за К.К. Сидоровим [279], що передбачає розподіл речовин на класи залежно від величини їх середньосмертельних доз або концентрацій та шляхів потрапляння отрут у організм.
Отримані дані щодо класу токсичності (за їх ступенем) гетерометалічних комплексів германію, що вивчаються, за умов їх однократного внутрішньоочеревинного введення для щурів представлені в таблиці 3.4, з якої чітко видно, що всі сполуки, які досліджуються, відносяться до 3 та 4 класів небезпеки, тобто до помірно токсичних або малотоксичних речовин. При цьому варто відмітити, що дві сполуки відрізняються найбільшою величиною LD50. Це ОКАГЕРМ-1 та ОКАГЕРМ- 4, які є саме марганецьвмісними.
Таблиця 3.4 Величина LD50 (мг/кг), клас та ступінь токсичності координаційних сполук
германію, що вивчаються, за умов експерименту

	Сполука
	LD50
	Клас токсичності
	Ступінь токсичності

	ОКАГЕРМ-1
	582,53
	IV
	малотоксичні

	ОКАГЕРМ-2
	85,08
	III
	помірно токсичні

	ОКАГЕРМ-3
	170,00
	IV
	малотоксичні

	ОКАГЕРМ-4
	551,81
	IV
	малотоксичні

	ОКАГЕРМ-5
	52,84
	III
	помірно токсичні

	ОКАГЕРМ-6
	327,72
	IV
	малотоксичні



Отже, за класом та ступенем токсичності ОКАГЕРМ-4 є малотоксичною, що вказує на перспективність її подальшого поглибленого фармакологічного вивчення як потенційного лікарського засобу з виразною протигіпоксичною активністю.
На подальшому етапі доклінічних токсикологічних досліджень вважаємо за доцільне виконати екстраполяцію отриманих експериментальних даних на людину з використанням константи біологічної

активності [256]. Отримані при цьому дані представлені в таблиці 3.5, з якої видно, що ці відомості практично віддзеркалюють токсикометричний дизайн сполук у ряду, що вивчається. Однак , не можна обійти увагою параметри токсикометрії ОКАГЕРМ-4 порівнюючи з іншими гетерометалічними комплексами германію.

Таблиця 3.5 Параметри гострої токсичності (мг/кг) КСГ, що вивчаються, для людини,
отримані методом екстраполяції експериментальних даних

	Сполука
	LD16
	LD50
	LD84
	LD99

	ОКАГЕРМ-1
	75,36
	91,72
	108,08
	116,27

	ОКАГЕРМ-2
	5,37
	13,40
	21,42
	25,44

	ОКАГЕРМ-3
	17,68
	26,77
	35,86
	40,41

	ОКАГЕРМ-4
	42,47
	86,89
	131,31
	153,52

	ОКАГЕРМ-5
	0,71
	8.32
	15,93
	19,73

	ОКАГЕРМ-6
	37,96
	51,60
	65,24
	72,06



Порівняльний аналіз даних токсикометрії, отриманих за допомогою методу екстраполяції результатів експерименту з тварин на людину, ще раз доводить відносну нешкідливість ОКАГЕРМ-4 та вказує на доцільність її подальшого поглибленого доклінічного фармакологічного вивчення.
Тому із залученням розрахункових методів нами було визначено низку токсикометричних параметрів, які дозволяють максимально всебічно охарактеризувати ОКАГЕРМ-4 з потенційної або реальної сторін виникнення й розвитку гострого смертельного отруєння, оскільки на сучасному етапі розвитку лікарської токсикології неможливо судити про небезпеку ксенобіотиків тільки за величинами їх середньосмертельних доз або концентрацій. З цією метою був обчислений набір показників, значення яких наведені в таблиці 3.6.

Таблиця 3.6 Показники, що характеризують потенційну й реальну небезпеку виникнення
гострого смертельного отруєння ОКАГЕРМ-4 в умовах одноразового внутрішньоочеревинного введення в організм щурів
	1/LD50,
кг/мг
	LD84/LD16
	tgα
	1/LD50·tgα,
кг/мг
	S
	1/(LD50·S)
кг/мг

	1,81·10-3
	3,09
	3,69
	6,79·10-3
	1,78
	3,22·10-3



Аналіз розрахункових даних, які представлені в таблиці 3.6, дозволяє констатувати порівняно низьку величину абсолютної токсичності ОКАГЕРМ-4 (1,81·10-3 кг/мг) у діапазоні смертельних доз 3,09. Остання величина вказує на те, що зона токсичної дії потенційного антигіпоксанту досить велика. Оцінюючи величину варіабельності смертельних доз (функцію кута нахилу), слід зазначити, що її величина становить 1,78, що дозволяє говорити про ОКАГЕРМ-4 як про сполуку, що не становить високої потенційної та реальної загрози виникнення гострого смертельного отруєння. Це повністю підтверджується низькими значеннями величин сумарного та інтегрального показників токсичності, які складають 3,22·10-3 та 6,79·10-3, відповідно. Отже, розраховані та проаналізовані токсикометричні параметри ОКАГЕРМ-4 дозволяють стверджувати, що даний потенційний лікарський засіб у режимі однократного внутрішньоочеревинного введення в організм білих щурів є відносно нешкідливою та безпечною хімічною сполукою з токсикологічної точки зору.
На подальшому етапі доклінічних токсикологічних досліджень нами була виконана екстраполяція отриманих експериментальних даних параметрів небезпеки ОКАГЕРМ-4 для білих щурів на людину з залученням констант біологічної активності. Отримані при цьому результати представлені в таблиці 3.7. Порівняльний аналіз показує, що параметри, отримані при екстраполяції на людину, практично повністю відображають токсикометричний дизайн сполуки, що досліджується, у експерименті на

тваринах,	тобто	підтверджують	характер	безпеки	ОКАГЕРМ-4	для теплокровних.
Таблиця 3.7 Показники потенційної і реальної небезпеки виникнення гострого
смертельного отруєння ОКАГЕРМ-4 у людини

	1/LD50,
кг/мг
	LD84/LD16
	tgα
	1/LD50·tgα, кг/мг
	S
	1/(LD50·S),
кг/мг

	1,15·10-2
	3,09
	3,69
	4,25·10-2
	1,78
	2,47·10-2



Отже, отримані у даному фрагменті роботи експериментальні й розрахункові токсикометричні дані 6 оригінальних гетерометалічних комплексів германію з різними біолігандами, які були піддані порівняльному аналізу дозволяють дійти наступних висновків, головним з яких є те, що за показниками гострої токсичності та небезпеки всі координаційні сполуки германію, до складу яких входять різні перехідні метали (мідь, цинк, марганець) та різні біоліганди (лимонна, винна кислоти) при одноразовому внутрішньоочеревинному введенні є малотоксичними та помірно  токсичними для ссавців, зокрема й для людини. За такої умови ОКАГЕРМ-4 є практично безпечною в плані її токсичності й небезпеки для теплокровних, зокрема й для людини. Отримані дані можуть слугувати обґрунтуванням для подальшого, більш поглибленого вивчення фармакодинаміки та фармакокінетики ОКАГЕРМ-4, а також є підставою для хіміків-синтетиків щодо синтезу нових більш активних та безпечних координаційних сполук германію, до складу яких входять ессенціальні перехідні метали та  біоліганди на основі природних органічних кислот.

РОЗДІЛ 4
СКРИНІНГОВІ ДОСЛІДЖЕННЯ ПОТЕНЦІЙНИХ АНТИГІПОКСАНТІВ СЕРЕД УПЕРШЕ СИНТЕЗОВАНИХ КООРДИНАЦІЙНИХ СПОЛУК ГЕРМАНІЮ З РІЗНИМИ МЕТАЛАМИ ТА БІОЛІГАНДАМИ

Мозок за інтенсивністю кровообігу посідає перше місце в організмі, на його забезпечення відводиться 20% хвилинного об'єму кровообігу. Без порушення функціонування мозкова тканина витримує всього 4 секунди гострої гіпоксії, уже через 8-12 секунд після припинення кровообігу розвивається втрата свідомості, через 20-30 секунд зникає активність кори мозку й людина впадає в кому. Якщо не налагодити постачання крові протягом 4-5 хвилин, то головний мозок помре [280, 281]. Тому дуже важливо попередити пошкодження головного мозку внаслідок гіпоксії, зокрема й із застосуванням лікарських засобів, щоб вчасно запобігти тяжким наслідкам.
Як вже зазначалось, гіпоксія головного мозку – це не окрема хвороба, а патологічний стан, до якого можуть призводити дуже багато, як зовнішніх, так і внутрішніх факторів. З огляду на те, що саме гіпоксія обумовлює багатогранність порушень у роботі органів та систем організму, як інтегральні критерії оцінки ефективності координаційних сполук германію та референтного препарату слугували тривалість життя тварин та перебіг клінічної картини екстремальної форми гіпоксичного синдрому, що моделюється, порівнюючи з контрольною групою тварин (гостра гіпоксія без лікування).
Із розумінням багатовекторності патогенезу гіпоксії приходить намагання фармакологічними засобами вплинути, якщо можна, на максимальну кількість її ланок, частіше на субклітинному та молекулярному рівнях, що забезпечить високоточну та раціональну корекцію змін, які є результатом впливу цього патологічного стану. Тому як потенційні антигіпоксанти нами й були обрані оригінальні координаційні сполуки

германію, які, як вже зазначалось вище, володіють широким спектром фармакологічної активності, реалізація якої в плані корекції відповідних ланок патогенезу гіпоксії може бути ефективною для профілактики порушень, що виникають за умов цього невідкладного стану.
У зв’язку з цим, метою цього розділу роботи на етапі скринінгу стала порівняльна експериментальна оцінка фармакотерапевтичної ефективності 6 уперше синтезованих координаційних сполук германію з есенціальними мікроелементами на основі лимонної та винної кислот на моделі ГЗП.
Критеріями оцінки ефективності гетерометалічних комплексів германію та референтного препарату армадін слугували тривалість життя тварин, на основі якої розраховували коефіцієнт протигіпоксичного захисту (К3) та відносний показник збільшення часу життя щурів (П), а також перебіг клінічної картини форми гіпоксичного синдрому, що моделюється, порівнюючи з контрольною групою тварин (гіпоксія без лікування).
Отримані результати первинного фармакологічного скринінгу наведено в табл. 4.1.
Порівняльний аналіз, отриманих у скринінговому експерименті даних, свідчить, що серед всіх гетерометалічних комплексних сполук германію з різними біолігандами, що вивчаються, за умов гіпоксичної гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією найбільш значне подовження тривалості життя тварин реалізується при введенні ОКАГЕРМ-4. Результати дослідів однозначно вказують, що саме під дією цієї координаційної сполуки германію відбувається вірогідне (Р<0,05) збільшення тривалості життя щурів у замкнутому просторі порівнюючи з контрольною серією. Із табл. 4.2 видно, що в групі тварин, яким профілактично вводили ОКАГЕРМ-4, відносний показник збільшення часу життя щурів у гермооб’ємі складає 52,93%. При цьому величина коефіцієнту протигіпоксичного захисту реєструється на рівні 1,53, що свідчить про найбільш виражену протигіпоксичну активність координаційної сполуки германію на основі винної кислоти й марганцю на моделі гострої гіпоксії з гіперкапнією. Підставою для такого ствердження є
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Таблиця 4.1 Протигіпоксична активність координаційних сполук германію на моделі гіпоксії замкнутого простору (n=6)
	


Сполука, що досліджується
	


Доза, мг/кг
	
Середня тривалість життя, хв
	Коефіцієнт потигіпоксичного захисту (К3)
	Відносний показник збільшення тривалості життя (П), %
	


P1
	


P2
	


P3

	
	
	Гіпоксія+ Армадін (референтна
група)
	Гіпоксія+ сполука (дослідна
група)
	Гіпоксія (контрольна група)
	
Дослід
	
Армадін
	
Дослід
	
Армадін
	
	
	

	ОКАГЕРМ-1
	100
	47,80±1,39
	56,00±0,94
	41,00±3,06
	1,33
	1,17
	36,59
	16,59
	<0,05
	<0,05
	0,0002

	ОКАГЕРМ-2
	50
	49,50±2,33
	47,40±1,86
	36,50±1,84
	1,30
	1,36
	29,86
	35,62
	<0,05
	>0,05
	0,0002

	ОКАГЕРМ-3
	50
	45,00±4,92
	38,17±1,53
	36,83±2,36
	1,04
	1,22
	3,64
	22,18
	>0,05
	>0,05
	0,0002

	ОКАГЕРМ-4
	100
	47,80±1,40
	65,44±2,98
	42,79±1,57
	1,53
	1,12
	52,93
	11,71
	<0,05
	<0,05
	0,0002

	ОКАГЕРМ-5
	20
	49,50±2,33
	52,00±3,86
	36,50±1,84
	1,43
	1,36
	42,47
	35,62
	<0,05
	>0,05
	0,0002

	ОКАГЕРМ-6
	100
	49,50±2,33
	54,67±6,10
	36,50±1,84
	1,49
	1,36
	49,78
	35,62
	<0,05
	>0,05
	0,0002


Примітки:1. Р1 – у порівнянні з контрольною групою, Р2 – у порівнянні з референтною групою, Р3 – у порівнянні з іншими сполуками; 2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка всі наведені параметри підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний t-критерій Стьюдента; 3. Для порівняння протигіпоксичної активності між сполуками, що вивчаються, було застосовано непараметричний  однофакторний  дисперсійний аналіз Краскела-Уолліса.	.



результати зіставлення цих показників протигіпоксичної активності з аналогічними, що отримані в групі порівняння. Необхідно відмітити, що ОКАГЕРМ-4 за всіма аналізованими показниками вірогідно (Р<0,05) перевершує референтний препарат армадін за умов модельованої форми гіпоксичного синдрому.
Порівняно високу протигіпоксичну активність виявлено й на тлі застосування сполуки під лабораторним шифром ОКАГЕРМ-6, при введенні якої зареєстровано також вірогідне (Р<0,05) збільшення тривалості життя щурів за умов ГЗП порівнюючи з контролем. Показано, що за показниками П і К3, які складають 49,78% та 1,49, відповідно, протигіпоксичні властивості даної сполуки, що аналізується, є вельми виразними, але незважаючи на це, за всіма величинами, що характеризують активність ОКАГЕРМ-6, він поступається ОКАГЕРМ-4 (див. табл. 4.1).
Деяку протигіпоксичну ефективність в умовах гострої гіпоксії з гіперкапнією проявляє й сполука ОКАГЕРМ-5, на тлі профілактичного введення якої, показник П дорівнює 42,47 %, а величина К3 – 1,43. Варто зазначити, що ці величини є вірогідними (Р<0,05) порівнюючи з контрольною групою, але не мають достовірної різниці з референтними показниками. Значно менш виразні фармакологічні властивості, що досліджуються, на тлі модельованої патології зареєстровані й у групах щурів, що отримували ОКАГЕРМ-1 та ОКАГЕРМ-2. Як видно з табл. 4.1 тривалість життя тварин при застосуванні цих сполук збільшувалась лише на 36,59% і 29,86%, а коефіцієнт протигіпоксичного захисту склав 1,33 та 1,30 відповідно, порівнюючи з контролем. Нарешті, сполука ОКАГЕРМ-3 не проявила будь-яких протигіпоксичних властивостей, оскільки показник П дорівнює 3,64%, а величина К3 – 1,04. Зроблена надалі спроба підвищити дозу ОКАГЕРМ-3 призвела до токсичних проявів.
Наведена діаграма розмаху (рис.4.1), дозволяє візуально порівняти
100



наявні відмінності параметра «Тривалість життя» при застосуванні координаційних германійорганічних сполук за умов експерименту, що вивчається.


Рисунок 4.1. Діаграма розмаху параметра «Тривалість життя», за умов експерименту, що вивчається

Клінічна картина цілком залежить від інтенсивності гіпоксії, яка в цьому разі запускає каскад уражень головного мозку. Тож за виразністю та характером симптомів, що супроводжують перебіг ГЗП, під впливом тієї чи іншої сполуки, що застосовувались, є цілком можливим об’єктивно судити про фармакотерапевтичну ефективність ОКАГЕРМ-4 як сполуки- лідера щодо контролю та референтної групи тварин за її спроможністю нівелювати клінічні прояви гіпоксії.
Отримані узагальнювальні дані функціонального стану білих щурів за умов гіпоксії замкнутого простору наведені в табл. 4.2.


Таблиця 4.2 Вплив ОКАГЕРМ-4 на динаміку перебігу основних клінічних проявів
стану дослідних щурів (n=6) в умовах ГЗП (хвилини)

	Клінічні ознаки при гіпоксії
	Дослідна група (гіпоксія + ОКАГЕРМ–4)
	Група порівняння (гіпоксія + армадін)
	Контрольна група (гіпоксія + фізрозчин)

	Грумінг
	16÷30
	3÷7
	2÷5

	Тахіпное
	19÷30
	13÷15
	3÷5

	Збудження
	25÷33
	13÷21
	8÷14

	Атаксія
	48÷54
	27÷32
	26÷28

	Диспное
	53÷57
	35÷40
	29÷34

	Загибель
	59÷82
	42 ÷56
	32÷50



У щурів на тлі внутрішньоочеревинного введення ОКАГЕРМ-4 реєструвався пригнічений стан (заплющені очі, витягнуті назад задні кінцівки, підібрані під тіло передні кінцівки). Після поміщення дослідних тварин у гермокамери їхній стан у перші 10 хвилин був сонливим. Дебютні ознаки гіпоксії в дослідних тварин як грумінг та підвищення частоти дихання спостерігались з 16 хвилини. З 19 хвилини в усіх тварин з боку системи дихання відмічалось тахіпное. У деяких тварин піднімався вгору хвіст та спостерігався хвилеподібний рух тіла. З 25-30 хвилини  в більшості тварин вплив гіпоксії супроводжувався збудженням як підвищення рухової активності, яке продовжувалось до 48 хвилини, коли рухова активність переростала в атаксію. Частота дихання з 45-48 хвилини почала знижуватись, переходячи в диспное. Загибель дослідних тварин фіксувалась з 59 по 82 хвилину.


У групі тварин, яким вводили армадін перші ознаки гіпоксії реєструвались на 3-5 хвилину як грумінг і продовжувались до 10-13 хвилини. З 13-15 хвилини в більшості тварин спостерігались прискорення частоти дихання та підвищена рухова активність, які продовжувались до 25-26 хвилини. З 27-29 хвилини більшість тварин займала лежаче положення, періодично проявляючи рухливість у вигляді атаксії. Починаючи з 35 хвилини частота дихання поступово знижувалась до повного зупинення з 42 по 56 хвилину.
Клінічна картина дослідних тварин у контролі за умов ГЗП характеризувалась змінами функціонального стану вже починаючи з  другої хвилини: у більшості щурів спостерігались грумінг та підвищення частоти дихання. З 8 хвилини тварини проявляли підвищену рухову активність та мали прискорення частоти дихання. Починаючи з 16 хвилини від початку дослідження в усіх щурів рухова активність знизилась, а тахіпное продовжувалось до 28-31 хвилини. Ознаки збудження проявлялись з 32 хвилини у вигляді атаксії, а в деяких тварин супроводжувались тремором. Надалі тварини знаходились в лежачому положенні, періодично підхоплюючись; частота дихання знижувалась. Загибель наставала починаючи з 32 до 50 хвилини.
Отже, порівняльний аналіз симптомів, що мають місце у тварин дослідної, референтної та контрольної груп на моделі ГЗП, дозволяє переконливо стверджувати про наявність у ОКАГЕРМ-4 високої протигіпоксичної активності, що є ще однією підставою для ретельного подальшого дослідження цієї сполуки як потенційного конкурентного антигіпоксанту.
Отже, усебічний аналіз результатів, отриманих у скринінговій серії досліджень, дозволяє дійти висновку, що найбільш виразною фармакопрофілактичною ефективністю за умов гострої гіпоксії з гіперкапнією демонструє координаційна сполука на основі германію та


винної кислоти з марганцем (ОКАГЕРМ-4). Цю сполуку можна розглядати як потенційний профілактичній засіб, що може застосовуватися для захисту організму при гіпоксії замкнутого простру. Ефективність сполуки ОКАГЕРМ-4 підтверджується коефіцієнтом протигіпоксичного захисту, відносним показником збільшення часу життя щурів та сприятливим перебігом клінічної картини гострої гіпоксії з гіперкапнією. Вищезазначене може слугувати експериментальним обґрунтуванням доцільності подальшого поглибленого фармакологічного дослідження цього потенційного антигіпоксанту.


РОЗДІЛ 5
ФАРМАКОМЕТРИЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ ОКАГЕРМ-4 З РОЗРОБКИ ЙОГО ДОЗОВОГО РЕЖИМУ ЗА УМОВ ГІПОКСІЇ ЗАМКНУТОГО ПРОСТОРУ

Розробка дозового режиму будь-якого потенційного лікарського засобу на доклінічному етапі дослідження є, як відомо, одним з ключових завдань, що надалі визначають ефективність і безпеку фармакотерапії. У даний час використовуються чисельні методичні прийоми доклінічного визначення режиму дозування лікарських засобів. З огляду на  багаторічний досвід роботи співробітників кафедри фармакології Луганського державного медичного університету під керівництвом професора В. Д. Лук’янчука в області експериментальної фармакометрії, можна констатувати, що найбільш оптимальним, з науково-методичної точки зору, є математичне моделювання, яке дозволяє у максимальному об’ємі виключити різноманітні похибки при виконанні саме такого роду фармакометричних досліджень [258, 282-284].
Наразі існує кілька методичних шляхів математичних описів щодо можливих варіантів визначення максимально оптимального дозового режиму потенційного лікарського засобу на етапі його експериментального вивчення. Однак, найбільш поширеним є статистичний метод, який базується на обробці експериментальних даних у певному методичному ключі. При цьому, досліджуваний об’єкт характеризується набором факторів (наприклад, доза й час введення досліджуваного препарату), що визначають цільову функцію або вихідні параметри, зокрема, виживання тварин або корекцію структурно функціональних маркерів. Основні труднощі такого роду дизайну досліджень полягають саме в коректності вибору саме того фактора, елементи якого максимально реально характеризували б поведінку


процесу що вивчається, а також у отриманні залежності, що допускає не тільки інтерполювання, але й екстраполювання рішення за межі області визначення коефіцієнтів цієї залежності.
З огляду на висловлену думку, при виборі структури моделі, критерію адекватності моделювання процесу, а також її параметрів ми керувалися метою моделювання та завданнями, які ставилися на етапі розробки моделі. При цьому вважаємо за доцільне наголосити, що мету даного фрагменту досліджень складало визначення мінімальної дози ОКАГЕРМ-4, яка була б здатна чинити максимальне виживання тварин, що перенесли гостре гіпоксичне ураження, за даних умов експерименту. З урахуванням поставлених нами задач, у якості параметрів моделювання нами були обрані час і доза введення потенційного антигіпоксанта, а також час його застосування відносно початку, або закінчення впливу ГЗП. Критерієм ефективності потенційного антигіпоксанта слугував такий всебічно значущий інтегральний показник, як виживання тварин під дією ГЗП.
Отже, в порядку проміжного підсумку вищевикладеного можна зазначити, що багаторічний досвід роботи професора В. Д. Лук’янчука та його учнів в області експериментальної фармакометрії дає всі підстави дійти висновку [258, 282, 285], що серед низки відомих методів математичного моделювання найбільш адекватним та оптимальним у плані високого ступеня вірогідності, а також інформативності отриманих результатів є інтерполяція даних на математичну функцію з подальшим її аналізом.
Як відомо, у математичних моделях часто використовується ряд нелінійних математичних функцій, у першу чергу, це ступеневі інтерполяційні поліноми (Ньютона, Лагранжа, Эрміта, Чебишева, Стерлінга, Гаусса) [286].


Аналіз експериментальних даних на сьогоднішній день практично неможливо уявити без автоматизованої обробки з застосуванням обчислювальної техніки. Для цих цілей існує велика кількість програм, що дозволяють проводити як простий математичний аналіз, так і виробляти готове рішення з підбором оптимальних параметрів. Важливою задачею є візуалізація експериментальних даних у найбільш зрозумілій формі – у вигляді графічних залежностей, і підбір найбільш оптимальної функції для регресійного аналізу. Для вирішення такого роду методичних завдань нами була застосована комп’ютерна програма CurveExpert Pro: 2.6.5, що виконує обчислювальні операції над масивами експериментальних даних [269]. Перевагою цієї програми є багатофункціональність системи креслення емпіричних залежностей. З огляду на те, що вона має велику кількість моделей регресійного аналізу (лінійного та нелінійного), а також різних схем інтерполяції, представляючи експериментальні дані найбільш точним і зручним способом, тому ми саме їй віддали перевагу за умов використовування при розробці дозового режиму ОКАГЕРМ-4 [287].
Найпоширенішим застосуванням інтерполяції в теперішній час є отримання значень функції, яка задана таблично, для тих значень її аргументу, яких у таблиці якраз і немає, з чим, власне, ми й стикаємося  при аналізі результатів отриманих у нашому фармакометричному експерименті. Загальновідомою методикою для вирішення подібних завдань є використання таких чисельних методів як інтерполяція за формулами Ньютона та Лагранжа [288].
З урахуванням вищевикладеного, на підставі експериментальних даних отримана таблична залежність між дозою ОКАГЕРМ-4 та тривалістю життя тварин у гермооб’ємі. Результати представлені в табл. 5.1, з якої видно, що вибраний нами діапазон доз потенційного антигіпоксанта є таким, що дозволяє реєструвати максимум ефективності сполуки. Експериментально доведено, що максимальна тривалість життя


щурів у гермооб’ємі забезпечується при внутрішньоочеревинному застосуванні ОКАГЕРМ-4 у діапазоні доз від 50 до 100 мг/кг.
У подальшому, ми вважали за доцільне отримані в експерименті дані описати за допомогою математичних моделей. При виборі структури моделі, виходили з мети математичного моделювання, а саме: визначення мінімальної дози ОКАГЕРМ-4, яка забезпечувала б максимальне виживання тварин за умов ГЗП. Серед відомих методів математичного моделювання найбільш раціональним у плані високого ступеня достовірності та інформативності є інтерполяція даних на математичну функцію з подальшим її аналізом. Як ми вже відзначали, у математичних моделях часто використовується ряд нелінійних математичних функцій, у першу чергу, це ступеневі поліноми. Методи інтерполяції дають можливість істотно спростити способи розрахунку коефіцієнтів ступеневого полінома [289, 290] при наявності точних даних про вхідні й вихідні. У нашому випадку: вхідні – доза ОКАГЕРМ-4, а вихідні – час життя щурів у гермооб’ємі.
Таблиця 5.1 Залежність тривалості життя тварин (n=6) від введених доз ОКАГЕРМ-4 у
умовах ГЗП.

	
Доза ОКАГЕРМ-4, мг/кг
	
Тривалість життя в гермооб’ємі, хв.
	
P⁕

	0 (контроль)
	37,17±1,89
	–

	50
	41,67±2,25
	>0,05

	100
	65,44±2,98
	<0,05

	150
	37,83±1,74
	>0,05


Примітка: ⁕ P – дано в порівнянні з контролем, тобто без введення сполуки.


Результати проведених досліджень (час життя щурів у гермооб’ємі  та величини доз ОКАГЕРМ-4 при внутрішньоочеревинному шляху введення) були інтерпольовані на багаточлени Лагранжа та Ньютона в програмному середовищі та шляхом апроксимації отримані три поліноміальні математичні моделі (табл. 5.2) з їх графічною візуалізацією (див. рис.5.1). Також у були визначені стандартні помилки й коефіцієнти кореляції для всіх отриманих моделей.
У подальшому, особливий інтерес становило безпосередньо визначити оптимальну дозу введення досліджуваної германійорганічної сполуки. З цією метою нами були проаналізовані отримані математичні залежності (див. рис.5.1) й обчислені оптимальні дози, що відповідні кожній моделі (див. табл. 5.2)
Таблиця 5.2 Оптимальні дози ОКАГЕРМ-4 і розрахунковий час життя тварин у
гермооб’ємі

	№ з/п
	Математична модель
	S
	R
	Оптимальна доза, мг/кг
	Розрахунковий час життя, хв.

	
1
	T=33,64+0,53d–3,21×10-3d2
	15,80
	0,73
	82,6
	55,75

	
2
	−(𝑑 − 86,69)2
𝑇  = 57,23𝑒	2 × 80,092
	
14,92
	
0,77
	
86,9
	
57,23

	
3
	T=48,15+17,43cos(415,69d– 4,03)
	
0,00
	
1,00
	
96,8
	
65,57


Примітки: T – розрахункова тривалість життя (хв); d–доза ОКАГЕРМ-4 (мг/кг); e – основа натурального логарифма; S – стандартна похибка; r – коефіцієнт кореляції.

Із наведених математичних моделей при графічному (див. рис.5.1) та комп'ютерному аналізах видно, що розрахунковий час життя щурів у


гермооб’ємі на тлі застосування ОКАГЕРМ-4 знаходиться в діапазоні 55,75-65,57 хвилин (табл. 5.2).
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Рисунок 5.1. Графічне зображення математичних моделей залежності дози ОКАГЕРМ-4 від тривалості життя тварин у гермооб’ємі.


Для встановлення оптимальної дози ОКАГЕРМ-4, при застосуванні якої відзначаються максимальні фармакопротективні властивості потенційного протигіпоксичного засобу, було необхідно знайти точку екстремуму (максимуму) отриманих поліномів. Як випливає з представлених даних, максимальну протекторну ефективність ОКАГЕРМ- 4, що застосовується внутрішньоочеревинно за 40 хв до впливу  гіпоксичної гіпоксії, проявляє в інтервалі доз 82,6-96,8 мг/кг. При цьому, відповідно, розрахунковий час життя тварин у гіпоксично-гіперкапнічному середовищі становить, у середньому 59,52 хв, що істотно перевищує таке в контрольній групі (37,17 хв).
З огляду на те, що за величинами S (стандартна похибка) та r (коефіцієнт кореляції) третя функція (див. табл.5.2) є максимально наближеною до експериментальних даних, варто наголосити, що оптимальною дозою ОКАГЕРМ-4 є 96,8 мг/кг за умов її введення за 40 хв до початку гіпоксичного пошкодження. Реалізація такого режиму дозування потенційного антигіпоксанта забезпечує розрахункову тривалість життя за умов ГЗП 65,57 хв.
Таким чином, результати дослідів, що отримані в окремій серії доклінічних фармакометричних досліджень дозволяють дійти висновку, що експериментально отримана доза ОКАГЕРМ-4 при досліджуваній формі ГЗП складає 96,8 мг/кг за умов внутрішньоочеревинного введення за 40 хвилин до початку гіпоксичного ураження. Раціональне використання ОКАГЕРМ-4 з профілактичною метою безсумнівно покращуватиме прогноз перебігу при такому екстремальному стані як гостра гіпоксична гіпоксія з прогресуючою гіперкапнією й сприятиме зниженню виразності резидуальних явищ не тільки у ранньому, але й у пізньому постгіпоксичному періодах.
На підставі отриманих даних можна зробити експериментально обґрунтований висновок, згідно з яким застосовані нами методичні


підходи з визначення оригінального режиму дозування потенційного антигіпоксанта із залученням класичних прийомів математичного моделювання, дозволяє досягти високого ступеня інформативності за мінімальних витрат часу на виконання даного роду фармакометричних досліджень та суттєвої економії кількості лабораторних тварин.
У підсумку варто наголосити, що експериментально встановлений режим дозування потенційного антигіпоксанта, що вивчається, слугував базовим фармакометричним параметром на якому ґрунтувалось проведення подальших фармакокінетичних досліджень на моделі ГЗП.

РОЗДІЛ 6
КОМПЛЕКСНІ ПОРІВНЯЛЬНІ ФАРМАКОКІНЕТИЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ ОКАГЕРМ-4 В НОРМІ ТА ЗА УМОВ ПЕРЕНЕСЕНОЇ ГІПОКСИЧНОЇ ГІПОКСІЇ З ГІПЕРКАПНІЄЮ

Створення нових лікарських препаратів передбачає обов’язкове проведення фармакокінетичних досліджень, доцільність яких зумовлена наявністю великої кількості потенційних фармакологічно-активних хімічних сполук різної будови, з різноманітним фармакодинамічним спектром, з безпечним токсикометричним профілем, що ідентифікується вже на етапі первинного скринінгу. На жаль, надалі з точки зору впровадження потенційних ліків в медичну практику не всі сполуки відповідають низці фармакокінетичних характеристик та вимог до сучасних лікарських засобів. Невідповідність сучасним кінетичним критеріям (недостатня абсорбція, занадто великий або, навпаки, короткий період напіввиведення, інтенсивний метаболізм при першому проходженні через печінку, тощо) призводять до недоцільності подальших досліджень хімічних сполук, що впроваджуються вже на ранніх стадіях доклінічної розробки майбутніх ліків [291]. При цьому варто зауважити, що при патологічному стані або захворюванні, за умов якого застосовується лікарський засіб, можуть відбуватися значні структурно-функціональні зміни на різних етапах його проходження в організмі: всмоктування, біотранспорту, розподілу, біотрансформації та екскреції [292].
В даний час спеціалістами широко обговорюється варіабельність фармакокінетики залежно від віку, статі, прийнятої їжі, генетичного поліморфізму ферментів метаболізму, від стану печінки, нирок, добових ритмів. Однак, наразі є практично не вивченим питання про вплив стану енергетичного гомеостазу на фармакокінетику лікарських засобів. Разом з тим енергетичний обмін є основою забезпечення оптимального функціонування органів і систем організму, а його порушення – пусковим
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механізмом розвитку патологічних процесів при критичних станах, в тому числі й при гіпоксичному пошкодженні [293]. Однією з найбільш практично значимих моделей, що здатні відтворювати функціональний стан системи енергопродукції, є модель нормобаричної гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією [294], яка була нами обрана для вивчення протигіпоксичної активності ОКАГЕРМ-4.
З огляду на вищевикладене, вважали за потрібне, у відповідності до сучасних вимог ДЕЦ МОЗ України, провести комплексні фармакокінетичні дослідження нового потенційного антигіпоксанта ОКАГЕРМ-4 в нормі та за умов гострої гіпоксії, що має місце у замкнутому просторі.
Розрахунки параметрів фармакокінетики були виконані за допомогою комп’ютерної програми Phoenix WinNonLin 8.1 (Pharsight Corp., Certara L.P., США) [273] із застосуванням двокомпартментної фармакокінетичної моделі [295]. На рис. 6.1 представлено схематичне зображення моделі, яка була покладена в основу доклінічних фармакокінетичних досліджень кінетики ОКАГЕРМ-4 в організмі щурів за умов патології, тобто на тлі гострої форми гіпоксії, що моделюється.


[image: ]



Рисунок 6.1. Схема двокомпартментної фармакокінетичної моделі, яка була застосована для визначення параметрів фармакокінетики ОКАГЕРМ-4 за умов експерименту, що вивчається.

Примітки: 0 – камера моделі, що характеризує всмоктування; 1 – центральна камера; 2 – периферичні камери; К01 – швидкість абсорбції; К10 – швидкість елімінації; К12 – швидкість прямого масопереносу; К21 – швидкість зворотного масопереносу.

Для побудови фармакокінетичних кривих, що відображають залежність концентрації ОКАГЕРМ-4 від часу, були використані результати дослідів визначення концентрації сполуки в сироватці крові в вивчаємих умовах експерименту. Отримані криві наведено на рис. 6.2.8
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Рисунок 6.2. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в лінійних координатах у крові в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг.

Для більшої наочності кінетики потенційного антигіпоксанта, зокрема його процесів всмоктування, характеру розподілу із центральної камери в

периферичні та виведення, нами побудовані криві у напівлогарифмічних координатах, які зображені на рис. 6.3.8
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Рисунок 6.3. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в напівлогарифмічних координатах в крові в нормі та за умов ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг.

На підставі отриманих напівлогарифмічних кривих безпосередньо було виконано розрахунок низки фармакокінетичних параметрів, які характеризують процеси абсорбції, розподілу із центральної камери в периферичні та елімінації ОКАГЕРМ-4 в організмі щурів без патології та з формою гіпоксії, що моделюється.
У програмному середовищі, шляхом комп’ютерної інтерполяції експериментальних даних на математичні залежності, що описують кінетику потенційного антигіпоксанта, нами були визначені математичні рівняння, що характеризують залежність концентрації досліджуваної сполуки від часу в організмі щурів в нормі та при формі гіпоксичного синдрому, що вивчається:

С(𝑡) = 3461,1863 ∙ 𝑒−0,8276𝑡 + 3,9971 ∙ 𝑒−0,0740𝑡 – норма,
С(𝑡) = 1219,7692 ∙ 𝑒−0,7910𝑡 + 3,8224 ∙ 𝑒−0,0671𝑡 – гіпоксія,
де: С(𝑡) – функція залежності концентрації ОКАГЕРМ-4 в крові від часу  його ідентифікації в даному біосубстраті; 𝑡 – час дослідження у хвилинах; 𝑒 – основа натурального логарифма.
Раціональне використання вказаних математичних рівнянь було покладено в основу розрахунків параметрів фармакокінетики ОКАГЕРМ-4 в нормі та в умовах ГЗП.

6.1. Визначення фармакокінетичних показників, що характеризують процес всмоктування ОКАГЕРМ-4 в системний кровообіг

Даний фрагмент фармакокінетичного дослідження присвячено початковому етапу проходження ОКАГЕРМ-4 в організмі, тобто абсорбції, яка характеризує процес надходження потенційного антигіпоксанта з місця введення в системний кровообіг. Цей процес має місце при всіх шляхах введення ксенобіотика, крім внутрішньосудинного [296].
З метою всебічного аналізу сорбційних процесів ОКАГЕРМ-4 за умов експерименту, що моделюється, ми виходили з того, що морфо- функціонально, очеревина являє собою напівпроникну діалізуючу мембрану, через яку в обох напрямках (в черевну порожнину і з неї до загального кровотоку) переміщуються вода, електроліти, низькомолекулярні субстанції [297, 298]. У щурів, при інтраперитонеальній аплікації, що має місце в даному експеременті, через одношаровий мезотелій очеревини відбувається вельми швидке всмоктування хімічних сполук будь-якої будови, включаючи координаційні (абсорбтивний період для більшості речовин на 25-50%  довше, ніж при внутрішньовенному шляху) і в плазмі крові досягаються концентрації близькі до таких, що спостерігаються при внутрішньовенному введенні [299]. При цьому варто наголосити, що внутрішньовенний шлях введення засобів фармакотерапії є найбільш оптимальним з точки зору

ефективності надання невідкладної допомоги хворим у критичних станах, до яких належить і ГЗП [300, 301]. Саме тому внутрішньочеревний шлях введення ОКАГЕРМ-4 на доклінічному етапі його вивчення нами був обраний при плануванні експерименту, що віддзеркалює реальну ситуацію при наданні екстреної допомоги постраждалим з гострим гіпоксичним ураженням.
Надалі, з використанням базових кривих (див. рис. 6.2 та 6.3) нами був проведений розрахунок низки фармакокінетичних показників, що характеризують швидкість та ступінь абсорбції ОКАГЕРМ-4 в організмі щурів без патології та з гіпоксією (див. табл. 6.1). Вважаємо за потрібне зауважити, що розрахунки зроблені на підставі саме тих фармакокінетичних кривих, які побудовані в координатах «концентрація-час».
Отримані в експерименті дані свідчать, що процес абсорбції ОКАГЕРМ-4 є достатньо інтенсивним як в нормі, так й за умов такого енергодефіцитного стану як ГЗП. При цьому варто зазначити, що на тлі гіпоксичного синдрому обов’язково виникають порушення енергозабезпечення мембрано-транспортних механізмів. Відомо, що порушення мембранного транспорту за умов гіпоксії відбувається внаслідок роз’єднання процесів окиснення та фосфорилювання, що, певна річ, викликає дисбаланс у системі аденілових нуклеотидів й приводить до зниження швидкості аеробного окиснення субстратів з одного боку, а з іншого – до порушення функціонування всіх АТФ-залежних ферментних комплексів, які беруть участь в реалізації мембрано-транспортних механізмів [302].
При порівняльному аналізі параметрів, що характеризують етап всмоктування ОКАГЕРМ-4 у щурів у нормі та в тварин дослідної групи (ГЗП), на особливу увагу заслуговує константа швидкості абсорбції (К01), яка характеризує швидкість надходження сполуки, з місця введення у системний кровообіг. Наведені в табл. 6.1 данні, переконливо свідчать, що ОКАГЕРМ-4 при його внутрішньоочеревинному введенні щурам, попри велику молекулярну масу (891,2 г/моль) та досить велику просторову структуру,

відносно швидко надходить до системного кровообігу. Величина К01 в обох групах тварин безмаль однакова і становить: 0,82 год-1 у нормі й 0,80 год-1 у дослідній групі.
Таблиця 6.1 Фармакокінетичні параметри (M±m), що характеризують процес
абсорбції ОКАГЕРМ-4 в нормі та в умовах ГПЗ при внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг (n=6)
	Параметр
	Позначення, розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Константа швидкості абсорбції
	К01, год-1
	0,82±0,05
	0,80±0,05
	>0,05

	Період напівабсорбції
	t1/2α, год
	0,85±0,07
	0,87±0,05
	>0,05

	Час досягнення максимальної концентрації
	
tmax, год
	
1,47±0,04
	
1,52±0,06
	
>0,05

	Максимальна
концентрація
	Сmax, мкг/мл
	7,54±0,29
	7,13±0,20
	<0,05


Примітки:
1. ⁕ Р – у порівнянні зі здоровими тваринами (норма);
2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка всі наведені параметри підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.

Висока інтенсивність абсорбції та відсутність значної різниці в показниках K01 у нормі та за умов ГЗП, на нашу думку, може бути свідченням того, що всмоктування ОКАГЕРМ-4 відбувається шляхом пасивної дифузії за градієнтом концентрації з мінімальними енергетичними витратами, шляхом розчинення сполуки в ліпідній фазі мембрани. Такого роду пояснення підкріплені даними літератури [303, 304]. Висока розчинність ОКАГЕРМ-4 в ліпідах обумовлена наявністю в склади

координаційної сполуки аніонів винної кислоти, що і визначає фізико-хімічні властивості сполуки й особливості її мембранного транспорту. Ця думка знайшла своє підтвердження в джерелах літератури [305].
Фармакокінетичні показники, що характеризують абсорбцію, крім шляху введення та фізико-хімічних властивостей препарату, значною мірою залежать від стану центральної гемодинаміки та регіонарного кровотоку. Тому відсутність різниці в величинах констант швидкості абсорбції в досліджуваних групах обумовлено, найімовірніше, розвитком в початковому періоді гіпоксичної травми, який у часі збігає з періодом абсорбції ОКАГЕРМ-4 та екстремальним станом адаптивних захисно-пристосувальних реакцій з боку серцево-судинної системи за умов гіпоксичного синдрому. Вже з перших хвилин розвитку гиперкапнічної гіпоксії відбувається активація симпато-адреналової системи з викидом у кров надлишків катехоламінів, накопичення в міокарді метаболітів з вазодилатуючим ефектом. (аденозин, кініни, простагландин Е та ін.), про це свідчать відомості літератури [306]. У підсумку це призводить до збільшення ударного об’єму й хвилинного об’єму серця, а значить і швидкості кровотоку, в внаслідок чого показники макро- і мікрогемодинаміки у тварин, котрі перенесли ГЗП, не відрізняються від контрольної групи.
Оцінка змін у порівняльному аспекті такого показника кінетики ОКАГЕРМ-4 як період навпівабсорбції (t1/2α), який тісно пов’язаний з константою швидкості абсорбції (К01) зворотно пропорційною залежністю показує, що не відмічається значної різниці в рівнях величин t1/2α в обох групах (в дослідній 0,87 год і 0,85 год в нормі). Отже, швидкість і час проникнення ОКАГЕРМ-4 з черевної порожнини у кров, як взаємопов’язані параметри не відрізняються статистично між собою, пояснення чого наведено вище.
Порівняльний аналіз фармакокінетичного показника, що характеризує час досягнення максимальні концентрації (Cmax) ОКАГЕРМ-4 свідчить про швидкість реалізації фармакологічного ефекту. Важливо наголосити, що в

групі тварин з ГЗП пік концентрації ОКАГЕРМ-4 в крові статично менший (P<0,05) у порівнянні з групою тварин в нормальному стані, а саме при ГЗП Cmax становить 7,13±0,20 мкг/мл проти 7,54±0,29 мкг/мл в нормі. Наведена діаграма розмаху (рис.6.4), дозволяє візуально порівняти наявні відмінності фармакокінетичного параметра Cmax в обох групах щурів за умов експерименту, що вивчається.




Рисунок 6.4. Діаграма розмаху параметру Сmax ОКАГЕРМ-4 у крові щурів, за умов експерименту, що вивчається.

Цей факт можна пояснити тим, що в результаті феномену централізації кровообігу (перерозподілу кровотоку на користь серця, легень і мозку), що є одним з екстрених захисно-компенсаторних механізмів при гострій гіпоксії, відбувається значне зниження кровотоку гепатоспланхнічному басейні [307, 308].
Порівнюючи такий фармакокінетичний параметр, як час досягнення максимальної концентрації (tmax) ОКАГЕРМ-4, слід звернути увагу, що в обох

порівнюваних групах реєструється майже однакова величина цього параметру, яка дорівнює в середньому 1,5 год (див. табл. 6.1). Це вказує на відсутність різниці в величинах латентного періоду сполуки, що вивчається, незалежно від умов, у яких застосовується препарат, а саме в «нормі», чи за умов ГЗП, що моделюється.
Таким чином, при всебічному вивченні етапу абсорбції ОКАГЕРМ-4 в порівняльному аспекті, в нормі та в умовах ГЗП, шляхом визначення комплексу параметрів встановлено, що відбувається вірогідне (p<0,05) зниження максимальної концентрації сполуки в крові в тварин котрі зазнали впливу гострої гіпоксичної гіпоксії з гіперкапнією, що прогресує. Це пов’язано з неминучими змінами системної гемодинаміки й мікроциркуляції при гіпоксичному синдромі будь-якої етіології. Даний факт може позначитися на ступені реалізації протигіпоксичної дії потенційного антигіпоксанта, що буде вимагати надалі корегування режиму дозування ОКАГЕРМ-4.

6.2. Вивчення фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 на етапі його розподілу по органах

Після абсорбції ОКАГЕРМ-4 відбувається його розподіл між кров’ю, клітинною рідиною та клітинами тканин. Розподіл – ключовий етап фармакокінетики, що визначає концентрацію препарату в органі-мішені. Процес розподілу лікарського засобу залежить, як відомо, від перфузії органу, зворотного зв’язування препарату з білками, його жиророзчинності, спорідненості молекул лікарського засобу й молекул крові та інших тканин. Необхідною умовою, яка повинна бути виконана для ефективної фармакологічної дії лікарського засобу – є його проникнення в тканини- мішені. Якщо ж лікарський засіб потрапляє в індиферентні тканини, це призводить до зниження діючої концентрації й може викликати небажані побічні реакції [309-311].

Загальновідомо, що при такому патологічному енергодефіцитному стані як гостра гіпоксія, спостерігається порушення функціонування цитоплазматичних та субклітинних мембран, яке проявляється порушенням їх проникності, зниженням величини потенціалу спокою клітинної мембрани, порушення функціонування транспортних систем, що, у підсумку, призводить до зміни проникнення лікарських засобів в органи та тканини.
У зв’язку з цим, метою даного фрагменту роботи було визначення фармакокінетичних параметрів, що характеризують етап розподілу потенційного антигіпоксанта ОКАГЕРМ-4 в нормі та за умов гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією.
Розраховані фармакокінетичні параметри, які характеризують процес розподілу потенційного антигіпоксанта ОКАГЕРМ-4 із центральної камери (кров) у периферичні камери, що відрізняються інтенсивним кровопостачанням: серце, нирки, легені, ендокринні органи, печінка, кишківник, а також м’язи, шкіра й жирові депо за умов експерименту, що досліджується, представлені в табл. 6.2.
Аналізуючи величину такого фармакокінетичного показника як період напіврозподілу (t1/2) ОКАГЕРМ-4, що характеризує час необхідний для досягнення 50% рівноважної концентрації препарату між кров’ю та тканинами, слід звернути увагу на відсутність значної різниці (0,85 год у нормі та 0,87 год при ГЗП.)
Порівнюючи величини, в групах щурів з ГЗП та в нормі, такого фармакокінетичного параметра як константа швидкості прямого масопереносу (К12), який пов’язаний зворотнопропорційно з періодом напівабсорбції, слід зазначити, що вплив гіпоксії на цей показник не є вірогідним (P>0,05). Аналогічні дані отримані й при визначенні величини константи швидкості зворотного масопереносу (К21) у «нормі» та за умов модельованого патологічного стану.

Таблиця 6.2 Фармакокінетичні параметри (M±m), що характеризують процес
розподілу ОКАГЕРМ-4 із центральної камери в периферичні в нормі та за умов ГЗП при внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг (n=6)
	Параметр
	Позначення,
розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Період
напіврозподілу
	t1/2, год
	0,85±0,05
	0,87±0,05
	>0.05

	Константа швидкості
прямого масопереносу
	К12, год-1
	0,41±0,06
	0,41±0,04
	>0,05

	Константа швидкості
зворотного масопереносу
	К21, год-1
	0,22±0,07
	0,21±0,05
	>0,05

	Уявний об’єм розподілу
в центральній камері
	Vd, мл/кг
	5,39±0,33
	5,73±0,20
	>0,05

	Площа під
фармакокінетичною кривою
	AUC,
год·мкг/мл
	
71,37±16,40
	
73,57±11,99
	
>0,05


Примітки:
1. ⁕ P – у порівнянні зі здоровими тваринами (норма);
2. 	Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка всі наведені параметри підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.

Однією з вагомих кількісних характеристик розподілу в організмі будь- якого ксенобіотика, у тому числі й лікарського засобу, є уявний об’єм розподілу (apparent volume of distribution, Vd). Уявний об’єм розподілу – гіпотетичний об’єм рідини організму, в якому лікарська речовина розподілена рівномірно й при цьому знаходиться в концентрації, рівній концентрації цієї речовини в плазмі крові. Інакше кажучи, уявний об’єм

розподілу вказує на відношення введеної дози, тобто загальної кількості препарату в організмі до його концентрації у крові, що звісна річ, є вагомою інформацією щодо оцінки поведінки потенційного засобу на етапі розподілу.
При цьому вважаємо за потрібне наголосити, що об’єм розподілу не має ніякого відношення до об’єму тіла або вмісту в організмі рідини, а швидше залежить від характеру розподілу лікарської речовини в організмі. Важливо, що у разі препаратів, що інтенсивно зв’язуються з тканинами, дуже мала їх доля залишається в системі кровообігу. Отже, концентрація в плазмі крові буде низькою, а об’єм розподілу – високим. І навпаки, – лікарські засоби, які переважно залишаються в кровотоку, зазвичай мають низький об’єм розподілу. Об’єм розподілу характеризує концентрацію в плазмі крові, але дає мало інформації про специфічний характер розподілу, який унікальний для кожного лікарського засобу. Кожен препарат по-своєму розподіляється в організмі. Деякі потрапляють переважно в жирову тканину, інші залишаються в позаклітинній рідині, або – розподіляються в певні тканини [212, 313].
При визначені параметру Vd в умовах нашого експерименту виходили з того, що для водорозчинних лікарських речовин величина об’єму розподілу може приймати реальні значення, відповідні об’єму крові, позаклітинній рідині або всієї водної фази організму. У той же час, для жиророзчинних лікарських засобів ці оцінки можуть перевищувати на один-два порядки реальний об’єм організму завдяки вибірковій кумуляції препарату жировими та іншими тканинами. Важлива й та обставина, що лікарські препарати, які є слабкими кислотами, до яких відноситься й ОКАГЕРМ-4, найчастіше добре зв’язуються з білками плазми й тому мають невисокий уявний об’єм розподілу. Багато основ, навпаки, великою мірою захоплюються тканинами й, таким чином, мають уявний об’єм розподілу більше, ніж об’єм усього організму [314, 315].
Отримані величини об’ємів розподілу ОКАГЕРМ-4 в центральній камері, в обох групах порівняння, приведені в табл. 6.2, з якої видно, що цей

показник у групі тварин, що піддалися дії ГЗП на 5,93 % більше. Необхідно зазначити, що ця різниця не є вірогідною (P>0,05), і цей факт можна пояснити тим, що швидкості прямого й зворотного масопереносу в обох експериментальних групах істотно не відрізняються. Це сприяє досягненню в обох групах тварин приблизно однакових рівнів концентрації ОКАГЕРМ-4 між кров’ю та органами, що зрештою впливає на формування величин показника, який характеризує уявний об’єм розподілу в нормі та при гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією.
Слід акцентувати увагу на тому, що при порівняльному аналізі показника уявного об’єму розподілу (Vd), значення величин майже не має відмінностей (5,39 мл/кг в нормі й 5,73 мл/кг на фоні ГЗП). Цей факт може свідчити про здатність потенційного антигипоксанта великою мірою накопичуватися в органах і тканинах, тобто іншими словами ОКАГЕРМ-4 має схильність до матеріальної кумуляції, що властиво ліпофільним неполярним сполукам [316], до яких і відноситися досліджуваний препарат. Ліпофільні властивості, як нами раніше описувалося, обумовлені наявністю в структурі сполуки, що вивчається, винної кислоти.
На завершення порівняльного аналізу етапу розподілу ОКАГЕРМ-4 з центральної камери в периферичні за умов норми та ГЗП, необхідно розглянути такий фармакокінетичний параметр, як площу під кінетичною кривою (AUC). AUC – абревіатура від англомовного Area Under the Curve. AUC – фармакокінетичний параметр, що характеризує  сумарну концентрацію лікарського препарату в плазмі крові впродовж усього часу спостереження. Математично визначається як інтеграл від 0 до ∞ функції концентрації препарату (фармакокінетичної кривій) в плазмі крові від часу і дорівнює площі фігури, обмеженої фармакокінетичною кривою та осями координат [317].
Виходячи з отриманих значень, в обох групах порівняння, величин параметра AUC, можна дійти висновку, що ГЗП має мінімальний вплив на фармакокінетику ОКАГЕРМ-4 на етапі розподілу потенційного

антигіпоксанта з центральної камери. Підставою для такого роду суджень служить мінімальна різниця між величинами AUC в нормі та при ГЗП, оскільки цей параметр є інтегральним і об’єктивно відбиває сукупний стан фармакокінетичних процесів.
Узагальнений порівняльний аналіз результатів даного кластера фармакокінетичного дослідження дозволяє дійти висновку, що наявність гіпоксичного пошкодження практично не впливає на розподіл ОКАГЕРМ-4 з центральної камери в периферичні, оскільки різниця в параметрах фармакокінетики (t1/2; К12; К21; Vd; AUC) в нормі та за умов ГЗП вельми незначна.
Цей факт пояснюється передусім фізико-хімічними властивостями потенційного антигіпоксанта та станом кровотоку (системного й регіонарного) в нормі та за умов гіпоксії. ОКАГЕРМ-4 є ліпофільною неполярною речовиною, що дозволяє їй проникати шляхом пасивної дифузії, енергонезалежно, через мембрани клітин і розподілятися як в позаклітинній, так і в внутрішньоклітинній рідинах організму. Ліпофільні властивості дозволяють без утруднення долати усі гістогематичні бар’єри незалежно від зміни їх проникності при тому або іншому патологічному процесі, що знайшло своє підтвердження в літературі [318, 319].
Для повного й правильного уявлення перебігу подій при гострому гіпоксичному синдромі вважаємо за доцільне наголосити, що однією з основних екстрених компенсаторних реакцій, спрямованих на збільшення доставляння кисню тканинам при гіпоксії, є збільшення функціональної активності серцево-судинної системи. Розвивається компенсаторна гіперфункція серця – збільшується сила й частота серцевих скорочень, зростає хвилинний об’єм серця, підвищується артеріальний тиск, зростає лінійна й об’ємна швидкість кровотоку, розкриваються капіляри, що не функціонували. Необхідно зазначити, що збільшення й підтримка кровотоку переважно відбувається в серці, мозку, легенях, печінці та нирках. У судинах

кишківника, шкіри, селезінки, м’язах, що грають роль депо крові, кровоток знижується, про що свідчать відомості літератури [320].
Таким чином, поєднання вищеописаних фізико-хімічних властивостей германату, що вивчається, й захисно-компенсаторних реакцій в організмі щурів при гіпоксії, обумовлює відсутність відмінностей у порівняльній фармакокінетиці ОКАГЕРМ-4 на етапі розподілу з центральної камери.
Але все ж залишається багато відкритих питань про характер розподілу потенційного антигіпоксанта, що вивчається, між периферійними камерами, тобто між органами. Для отримання відповіді на них нами була проведена окрема серія досліджень для визначення групи фармакокінетичних параметрів, що характеризують процес розподілу ОКАГЕРМ-4 в головному мозку, серці, легенях, печінці та нирках, тобто у тих органах, які є найбільш чутливими до дефіциту кисню в організмі.
При виборі вказаних субстратів для проведення цієї частини фармакокінетичного дослідження виходили з участі того або іншого органу в фармакокінетичних процесах, а також враховували патофізіологічні процеси в органах і системах, що виникають при розвитку гіпоксичного синдрому.
Дослідження розподілу ОКАГЕРМ-4 в головному мозку було продиктоване тим, що він, як добре відомо, є найбільш чутливим до кисневого голодування, особливо його філогенетично молоді утворення (неокортекс і гіпоталамус). Ступінь гіпоксичного ураження ЦНС складає основу прогнозу для життя потерпілого в реальних умовах і визначає вираженість резидуальних явищ після перенесеної гіпоксії [321]. Безумовно, використання потенційного антигіпоксанта при наданні екстреної допомоги потерпілим у ранньому постгіпоксичному періоді базується на тому, що цей орган є свого роду «мішенню» для дії ОКАГЕРМ-4
Що стосується вибору серця, то ми виходили з того, що це також дуже чутливий до гіпоксії орган і до того ж міокард надто васкуляризована тканина. Серцево-судинна система грає провідну роль в забезпеченні компенсаторних реакцій при синдромі гіпоксії, що представляє особливий

інтерес при вивченні в порівняльному аспекті фармакокінетики на етапі розподілу препарату, що потребує бути високоефективним протигіпоксичним засобом.
Легені були обрані в якості об’єкту даного фармакокінетичного дослідження з урахуванням того, що цей орган грає ключову роль в універсальних механізмах екстреної компенсації гіпоксії. До того ж легені володіють безліччю недихальних функцій (участь у водному обміні, терморегуляція, депонування крові, підтримка кислотно-лужної рівноваги та ін.) [322], які значною мірою можуть впливати на фармакокінетику майбутнього протигіпоксичного препарату при патологічному стані, що характеризується гострою нестачею кисню в організмі на тлі надлишку CO2.
Для проведення дослідження печінка нами обрана з урахуванням загальноприйнятої думки, згідно з якою це основний орган, що бере участь в численних процесах обміну речовин та саме головне в біотрансформації ксенобіотиків.
Нирки обрані з огляду на їх значну участь в екскреторних процесах лікарських засобів і їх метаболітів. Також при виборі враховували високу швидкість кровотоку в них, яка є одним з детермінантів розподілу й вкрай варіабельна та чутлива при патології гіпоксичного генезу.
Висока чутливість структур головного мозку до гострої гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією, що особливо формується в умовах замкнутого простору є беззаперечним фактом. Тому отримання в експерименті фармакокінетичних характеристик ОКАГЕРМ-4 в частині розподілу в різних органах ми вважали за доцільне розпочати з головного мозку. Результати з визначення низки фармакокінетичних параметрів, що характеризують особливості поведінки ОКАГЕРМ-4 в тканинах головного мозку в обох порівнюваних групах представлені в таблиці 6.3, які розраховані на підставі фармакокінетичних кривих, котрі наведені на рис. 6.5.
Як видно із табл. 6.3, час досягнення максимальної концентрації (tmax) ОКАГЕРМ-4 у тканинах головного мозку тварин, які зазнали гіпоксії на

24,34% (P<0,05) більше у порівнянні з нормою. Разом с цим відбувається вірогідне зменшення показника максимальної концентрації (Сmax) в дослідній групі (ГЗП) на 18,12 % (P<0,05).
Таблиця 6.3 Фармакокінетичні параметри (M±m) , що характеризують процес
розподілу ОКАГЕРМ-4 у головний мозок в нормі та за умов ГЗП при внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг (n=6)
	Параметр
	Позначення,
розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Час досягнення
максимальної концентрації
	tmax, год
	6,34±2,02
	8,38±0,38
	<0,05

	Максимальна концентрація
	Сmax, мкг/мл
	2,76±0,17
	2,26±0,15
	<0,05

	Константа швидкості
прямого масопереносу
	Кij, год-1
	0,04±0,02
	0,04±0,02
	>0,05

	Константа швидкості
зворотного масопереносу
	Кji, год-1
	0,06±0,03
	0,03±0,01
	>0,05

	Площа під фармакокінетичною
кривою
	AUC,
год·мкг/мл
	
57,85±1,87
	
46,19±2,25
	
<0,05

	Середній час утримання
	MRT,
год
	12,90±0,09
	13,07±0,17
	>0,05


Примітки:
1. ⁕ P – у порівнянні зі здоровими тваринами (норма);
2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка параметри tmax, Сmax, Кji, не підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний непараметричний критерій Манна-Уітні, для порівняння інших фармакокінетичних параметрів використано параметричний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.

Концентрація, мкг/мл






















Рисунок 6.5. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в лінійних координатах в головному мозку в нормі та в умовах ГЗП при внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг.3.5
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Наведені діаграми розмаху на рис. 6.6 та рис. 6.7, дозволяють візуально спостерігати існуючі відмінності фармакокінетичних параметрів tmax та Cmax ОКАГЕРМ-4 у головному мозку щурів за умов експерименту, що вивчається. Пояснити		наявність			отриманих	в	експерименті	відмінностей	в показниках tmax і Сmax у головному мозку тварин без гіпоксії та ГЗП можна ланцюгом патологічних процесів, що виникають при гіпоксії. Відомо, що при гіпоксичному ушкодженні в нейронах і гліальних клітинах, у першу чергу, страждає		функція	головних	клітинних		споживачів		енергії,		що	є градієнтутворюючіми системами клітин – натрій-калієвої АТФази, внаслідок чого клітина втрачає іони калію, а позаклітинно виникає його надлишок. Втрата калій-натрієвого градієнта для клітини означає зменшення потенціалу спокою.	Внаслідок		цього,	позитивний	поверхневий	заряд	мембрани зменшується й може мінятися на негативний. Найважливішим з прямих наслідків ушкодження калій-натрієвого насоса є проникнення надлишку натрію   в   клітину,   що   веде   до   її гіпергідратації  й	стрімкого розвитку

гіпоксичного набряку головного мозку. Викладені роздуми, щодо можливих механізмів змін величин tmax та Сmax знаходяться у відповідності до опублікованих у літературі даних [323-325].




Рисунок 6.6. Діаграма розмаху параметру tmax. ОКАГЕРМ-4 (головний мозок), за умов експерименту, що вивчається.

Специфічною особливістю набряку головного мозку при гіпоксичному уражені є відсутність анатомічного й функціонального порушення гематоенцефалічного бар’єру. Розвиток набряку нейронів і глії при гострому гіпоксичному синдромі веде до збільшення об’єму тканини мозку та внутрішньочерепної гіпертензії. Це чинить підвищення внутрішньочерепного тиску й приводить до зниження церебральної перфузії, внаслідок зменшення центрального перфузійного тиску в судинах головного мозку, яке є різницею між середнім артеріальним і внутрішньочерепним тисками й характеризує рівень кровопостачання головного мозку [326-329].





Рисунок 6.7. Діаграма розмаху параметру Сmax ОКАГЕРМ-4 (головний мозок), за умов експерименту, що вивчається.

Отже, на модифікацію параметрів розподілу ОКАГЕРМ-4 в головному мозку впливають у першу чергу гіпертензійно-набрякові чинники, що формуються в ранньому постгіпоксичному періоді ГЗП.
При цьому не можна обійти увагою й ту обставину, що в умовах ГЗП збільшується внутрішньочерепний судинний артеріальний об’єм. Це відбувається через підвищення парціального тиску вуглекислого газу в крові при гіперкапнії, шляхом прямої міотропної вазоділатаційної дії CO2. Це ще більше посилює внутрішньочерепну гіпертензію й уповільнює церебральний кровоток. Наші уявлення такого роду підтверджуються даними літератури [330].
На нашу думку, саме зниження лінійної та об’ємної швидкості кровотоку по інтракраніальним судинам є головною причиною зменшення значень показників максимальної концентрації ОКАГЕРМ-4 та часу її досягнення в тканинах головного мозку при ГЗП.

Продовжуючи порівняльний фармакокінетичний аналіз отриманих даних у групах інтактних та «гіпоксичних» щурів, необхідно акцентувати увагу на однакові значення показників константи швидкості прямого масопереносу (Кij) ОКАГЕРМ-4 (з крові в тканину мозку). Це, як нам видається, швидше за все пов’язано з відсутністю пошкодження гематоенцефалічного бар’єра при гіпоксії, що моделюється.
Цікава картина спостерігається при порівняльному аналізі показника константи швидкості зворотного масопереносу (Кji) ОКАГЕРМ-4 (з мозку в кров), а саме: відбувається значне зменшення цього показника при ГЗП (на 50%). На нашу думку, така фармакокінетична картина обумовлена порушенням водного балансу в тканині головного мозку.
У порядку обговорювання даного факту вважаємо доцільне залучити відомості літератури [331-333], згідно з якими гіпоксичний набряк головного мозку супроводжується дисфункцією епітелію капілярів церебральної судинної системи з порушенням трансмембранного транспорту речовин.
З нашої точки зору, наслідком епітеліальної дисфункції є грубе порушення гомеостазу та гіпергідратація інтерстиціального простору в тканинах головного мозку, який при гіпоксії, найімовірніше, становиться місцем розподілу. Це призводить до зниження швидкості переходу ОКАГЕРМ-4 з мозку в кров, що знаходить своє відображення в значенні показника параметра константи швидкості зворотного масопереносу у групі тварин, котрі перенесли ГЗП.
Факт зниження розподілу ОКАГЕРМ-4 з крові в головний мозок щурів, при формі гіпоксичного синдрому, що вивчається, знаходить своє підтвердження в розрахунках величини площі під фармакокінетичною кривої (AUC) ОКАГЕРМ-4, що характеризує сумарну концентрацію цього потенційного антигіпоксанта в головному мозку за увесь період спостереження.
Так, згідно з даними таблиці 6.3, на фоні ГЗП показник АUC вірогідно (P<0,05) на 20,16 % менше в порівнянні з нормою. На наведеній діаграмі

розмаху (рис.6.8), показані наявні відмінності фармакокінетичного параметра AUC в обох досліджуваних групах. Різниця в величинах AUC співвідноситься з раніше обговореними результатами параметрів фармакокінетики в умовах проведеного експерименту.




Рисунок 6.8. Діаграма розмаху параметру AUC ОКАГЕРМ-4 (головний мозок), за умов експерименту, що вивчається.

Порівняльний аналіз показників середнього часу утримання (MRT) ОКАГЕРМ-4 в головному мозку щурів, свідчить про відсутність істотної різниці (12,89 год у нормі та 13,07 год при ГЗП)
Таким чином, проведена комплексна порівняльна оцінка фармакокінетичних параметрів процесу розподілу ОКАГЕРМ-4 в тканину головного мозку в нормі та при ГЗП, дозволяє з упевненістю констатувати, що в ранньому постгіпоксичному періоді при гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією відбувається зменшення розподілу потенційного антигіпоксанта в головний мозок. Цей феномен, як нам видається, пов’язаний

зі зниженням церебральної перфузії та розвитком ендотеліальної дисфункції, які виникають при гіпоксичному набряку головного мозку. Цей факт необхідно враховувати на подальших етапах розробки препарату, в плані корекції дозового режиму. Таке заключення ґрунтується на тому, що зменшення концентрації в ОКАГЕРМ-4 в тканині головного мозку може призводити до зниження мембраностабілізуючої дії, антиоксидантної та антирадикальної активності, які обумовлюють церебропротекторний ефект сполуки, що вивчається.
Порівняльна кількісна фармакокінетична характеристика ОКАГЕРМ-4 в серці, представлена на рис.6.9 і в таблиці 6.4.
Отримані в експерименті дані чітко свідчать про відсутність вірогідної різниці (P>0,05) в обох групах порівняння за усіма вивчаємими фармакокінетичними параметрами (tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC та MRT), які8
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Рисунок 6.9. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в лінійних координатах в серці в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам в дозі 96,8 мг/кг.

Таблиця 6.4 Фармакокінетичні параметри (M±m), що характеризують процес розподілу ОКАГЕРМ-4 у серце в нормі та за умов ГЗП при внутрішньоочеревинному
введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг (n=6)

	Параметр
	Позначення, розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Час досягнення максимальної концентрації
	
tmax, год
	
1,42±0,06
	
1,36±0,09
	
>0,05

	Максимальна концентрація
	Сmax, мкг/мл
	6,60±0,25
	6,63±0,13
	>0,05

	Константа швидкості прямого масопереносу
	Кij, год-1
	0,67±0,05
	0,72±0,04
	>0,05

	Константа швидкості зворотного масопереносу
	Кji, год-1
	0,34±0,04
	0,34±0,04
	>0,05

	Площа під фармакокінетичною
кривою
	AUC,
год·мкг/мл
	
108,44±3,29
	
104,17±4,44
	
>0.05

	Середній час утримання
	MRT,
год
	11,73±0,16
	11,62±0,17
	>0,05


Примітки:
1. ⁕ P – у порівнянні зі здоровими тваринами (норма).
2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка всі параметри підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння фармакокінетичних параметрів в різних станах використано параметричний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.

описують фармакокінетичний профіль ОКАГЕРМ-4 на етапі розподілу в серці. Наочніше це продемонстровано на рис. 6.9, з якого видно, що фармакокінетичні криві ОКАГЕРМ-4 в серці, практично накладаються одна на одну.
Пояснити отриману за підсумками експерименту фармакокінетичну картину передусім можна з позицій структурно-функціональних

особливостей та регуляції коронарного кровообігу в нормі та при гіпоксії. Серцевий кровоток в стані спокою у щурів складає 0,8-0,9 мл/г у хвилину, що відповідає 4% від загального сердечного викиду. При максимальному навантаженні коронарний кровоток може зростати в 4-5 разів. Швидкість коронарного кровотоку визначається тиском в аорті, частотою сердечних скорочень, вегетативною іннервацією і, найбільшою мірою, метаболічними чинниками [298]. А одним з екстрених механізмів компенсації при гострій гіпоксії, спрямованих на збільшення доставляння кисню тканинам з боку серцево-судинної системи є активація функції серцево-судинної системи.
Наразі добре відомо [334, 335], що в відповідь на гіпоксію розвивається компенсаторна гіперфункція серця – збільшується сила й частота сердечних скорочень, зростає хвилинний об’єм серця, підвищується артеріальний тиск, зростає лінійна та об’ємна швидкість кровотоку, розкриваються капіляри, які не функціонували, що спричиняє зростання й коронарного кровотоку, через його залежності від системного.
Регуляція коронарного кровотоку опосередковано здійснюється ендотеліальними судинорозширювальними чинниками, активація яких відбувається при гіпоксії, а саме: монооксид азоту (NO), простациклін, а також, доки мало вивчений, ендотеліальний гіперполяризуючий чинник EDHF (endothelium – derived hyperpolarizing factor) [336, 337].
До того ж сам міокард є стійкішим до впливу гіпоксії в порівнянні з іншими високоорганізованими тканинами. Причиною цього, являється наявність потужнішої антиоксидантної системи в серцевому м’язі. Основним енергетичним субстратом для міокардіоцита в умовах норми є нейтральні жири та жирні кислоти, що забезпечують процеси енергопродукції більш ніж на 70%. Меншою мірою енергозабезпечення міокарду здійснюється за рахунок глюкози та гліколітичних реакцій, а також амінокислот і білків. Разом з системою аденілових нуклеотидів у енергосинтезуючих процесах активну участь бере макроергічна сполука – креатинфосфат, концентрація якого приблизно на 30 % вище, ніж АТФ. Молекули креатинфосфату

зручніші для транспортування в клітині, що дозволяє впродовж деякого часу зберегти життєздатність клітин у критичних умовах [338].
Брак відмінностей у порівняльній фармакокінетиці ОКАГЕРМ-4, в нормі та при ГЗП, на етапі розподілу в серці обумовлено тим, що не відбувається змін у вінцевому кровообігу в стані гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією, що пояснюється сукупністю низки чинників. Як нам видається передусім це залежність коронарного кровотоку від системного, який в силу захисно-компенсаторних реакцій серцево-судинної системи у відповідь на гіпоксію, залишається на нормальному рівні аж до розвитку термінальної стадії гіпоксії. Також важливу роль має включення механізмів ауторегуляції коронарного кровообігу у відповідь на гіпоксію міокарду, завдяки чому зберігається достатній вінцевий кровоток.
Результати з визначення низки фармакокінетичних параметрів, які характеризують особливості поведінки ОКАГЕРМ-4 у легенях в обох порівнюваних групах, які були розраховані на підставі фармакокінетичних кривих, що наведені на рис. 6.10 представлені в таблиці 6.5.3.5
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Рисунок 6.10. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в лінійних координатах в легенях в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам в дозі 96,8 мг/кг.

Таблиця 6.5 Фармакокінетичні параметри (M±m) , що характеризують процес розподілу ОКАГЕРМ-4 в легені в нормі та за умов ГЗП при внутрішньоочеревинному
введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг (n=6)

	Параметр
	Позначення, розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Час досягнення максимальної концентрації
	
tmax, год
	
1,62±0,31
	
2,21±0,51
	
>0,05

	Максимальна концентрація
	мкг/мл
	3,22±0,30
	2,74±0,10
	>0,05

	Константа швидкості прямого масопереносу
	Кij, год-1
	0,60±0,16
	0,45±0,10
	>0,05

	Константа швидкості зворотного масопереносу
	Кji, год-1
	0,27±0,07
	0,31±0,07
	>0,05

	Площа під фармакокінетичною
кривою
	AUC,
год·мкг/мл
	
44,48±1,26
	
46,51±2,76
	
>0,05

	Середній час утримання
	MRT,
год
	10,86±0,22
	11,62±0,23
	<0,05


Примітки:
1. ⁕ P-у порівнянні зі здоровими тваринами (норма);
2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро Уілка параметри tmax та MRT не підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння різних станів для цих параметрів був використаний непараметричний критерій Манна-Уітні, для порівняння інших фармакокінетичних параметрів використано параметричний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.

За результатами експерименту, в порівнюваних групах, не виявлено статистично значущої різниці (P>0,05) в більшості величин фармакокінетичних параметрів, що вивчались, на етапі розподілу ОКАГЕРМ-4 в легенях, зокрема таких як: максимальна концентрація, час

досягнення максимальної концентрації, константа швидкості прямого масопереносу, константа швидкості зворотного масопереносу і площа під фармакокінетичною кривою.
Поясненням відсутності відмінностей у порівняльній фармакокінетиці ОКАГЕРМ-4 в умовах експерименту, що вивчається, на етапі розподілу в легеневу тканину, з нашої точки зору, можуть бути особливості фізіології кровообігу в легенях і включенням екстрених механізмів кардіореспіраторної компенсації при розвитку гострої гіпоксії. Легені, як відомо, мають високий рівень кровотоку, а отже кількість крові, яка проходить за хвилину через легені, приблизно однакова з часом проходження крові в системі великого кола.
У порядку обговорення вважаємо за потрібне зауважити, що при розвитку гіпоксії тяжкого ступеню у якості екстреної захисно- компенсаторної реакції, виникає централізація кровообігу. Це реалізується тим, що значна частина крові спрямовується до життєво важливих органів: розширюються судини головного мозку, легенів і коронари, але водночас звужуються судини шкіри, м’язів і органів черевної порожнини. На тлі централізації кровообігу відбувається збільшення об’єму крові, яка циркулює, завдяки виходу в кровоток еритроцитів, котрі депонуються в селезінці, печінці та інших органах черевної порожнини, що призводить до поліпшення легеневого кровообігу. Такого роду роздуми багато в чому співпадають з відомостями, що є в літературних джерелах [339].
Збереження лінійної та об’ємної швидкостей легеневого кровотоку в умовах вивчаємої форми гіпоксії на рівні нормальних показників легеневої гемодинаміки, у поєднанні з ліпофільними властивостями ОКАГЕРМ-4, що забезпечує високу тканинну проникність потенційного антигіпоксанта, пояснює відсутність впливу на його фармакокінетику саме при гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією на етапі розподілу в легені.
Інша картина спостерігається при порівняльному аналізі такого фармакокінетичного параметра, як середній час утримання (MRT)

ОКАГЕРМ-4 в легенях. MRT (Mean Residence Time), це показник, що характеризує середню тривалість перебування препарату в організмі [340]. Як видно з приведених даних у таблиці 6.5, величина цього показника за умов ГЗП вірогідно (Р<0,05) вище (на 7,75 %) у порівнянні з нормою. На наведеній		діаграмі	розмаху	(рис.6.11),	показані		наявні	відмінності фармакокінетичного параметра MRT в легенях в обох досліджуваних групах. Збільшення  величини  показника  MRT  у  тварин,  що   перебували   в умовах ГЗП, на нашу думку, обумовлений ушкодженням при гіпоксії альвеолярно-капілярного		бар’єра.	Це	проявляється	патоморфологічними змінами:	набряканням	і		набряком	альвеолярно-капілярної		мембрани, утворюванням у ній міжклітинних щілин, розвитком інтерстиціального набряку. Можливо в інтерстиціальному просторі порушення міжсекторного гідробалансу відбувається секвестрація частини ОКАГЕРМ-4, що обумовлює його затримку в легеневій тканині, що й проявляється зростанням показника MRT у групі «гіпоксичних» тварин. Доказом такого положення справ можуть
слугувати опубліковані дані [341].

Рисунок 6.11. Діаграма розмаху параметра MRT ОКАГЕРМ-4 (легені), за умов експерименту, що вивчається.

Особливий інтерес представляють результати експерименту по визначенню фармакокінетичних параметрів, які характеризують особливості поведінки ОКАГЕРМ-4 в печінці в обох групах порівняння. Отримані відомості представлені в таблиці 6.6, які були розраховані на підставі фармакокінетичних кривих приведених на рис. 6.12.
Таблиця 6.6 Фармакокінетичні параметри, що характеризують процес розподілу
ОКАГЕРМ -4 у печінку в нормі та за умов ГЗП при внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96.8 мг/кг (n=6)
	Параметр
	Позначення, розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Час досягнення максимальної
концентрації
	
tmax, год
	
9,90±0,51
	
7,62±0,60
	
<0,05

	Максимальна концентрація
	Сmax, мкг/мл
	3,67±0,16
	1,64±0,98
	<0,05

	Константа швидкості
прямого масопереносу
	Кij, год-1
	0,01±0,05
	0,02±0,01
	>0,05

	Константа швидкості зворотного масопереносу
	Кji, год-1
	0,21±0,16
	0,02±0,01
	>0,05

	Площа під
фармакокінетичною кривою
	AUC,
год·мкг/мл
	
71,68±3,56
	
32,53±7,40
	
<0,05

	Середній час утримання
	MRT,
год
	13,24±0,17
	13,20±0,16
	>0,05


Примітки:
1. ⁕ P – у порівнянні із здоровими тваринами (норма).
2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка параметр tmax підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний параметричний t-критерій Стьюдента, для порівняння інших фармакокінетичних параметрів використано непараметричний критерій Манна-Уітні. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.
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Рисунок 6.12. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в лінійних координатах в печінці в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг.4
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В ході експерименту встановлено, що у щурів, які перенесли ГЗП відзначається вірогідне (Р<0,05) зменшення величин таких фармакокінетичних показників етапу розподілу ОКАГЕРМ-4 в печінку як: час досягнення максимальної концентрації ( tmax), максимальна концентрація (Cmax) і площі під фармакокінетичною кривою (AUC).. Час досягнення максимальної концентрації ОКАГЕРМ-4 в печінці щурів з гіпоксичний синдромом зменшується на 23,03%, а максимальна концентрація – на 55,32%, порівнюючи з нормою.
На наведених діаграмах розмаху (рис: 6.13, 6.14 та 6.15), показані наявні відмінності фармакокінетичних параметрів у обох досліджуваних групах
Залежність розподілу препарату в органах від стану регіонарного кровообігу є аксіомою. Тому отриманий фармакокінетичний профіль можна пояснити значним зниженням при важкій гіпоксії спланхнічного кровотоку,

який визначає транспорт кисню, нутрієнтів і ксенобіотиків в органи черевної порожнини, у тому числі й в печінку, що підтверджується даними літератури [342]. Зменшення кровотоку в органах черевної порожнини при  гіпоксичному синдромі є проявом такої системної судинної захисно- компенсаторної реакції як централізація кровообігу, патофізіологічний механізм якої ми детально описували при обговоренні процесу абсорбції.



Рисунок 6.13. Діаграма розмаху параметра tmax ОКАГЕРМ-4 (печінка), за умов експерименту, що вивчається.
Так само на стан показників Сmax та tmax впливає той факт, що печінка є кров’яним депо, а, отже, при гіпоксії відбувається перерозподіл внутрішньопечінкового об’єму крові в системний кровоток у рамках гемодинамічної типової компенсаторної реакції. Внаслідок цього потенційний антигіпоксант, що знаходиться у внутрішньопечінковому судинному об’ємі крові повертається назад у системний кровоток, так і не розподілившись у печінкову тканину.

Зниження величини такого показника як площа під фармакокінетичною кривою на 54,62% (P<0,05) пояснюється тим, що АUC кількісно корелює з параметром Сmax і характеризує сумарну концентрацію ОКАГЕРМ-4 в  печінці за весь період спостереження.



Рисунок 6.14. Діаграма розмаху параметра Сmax ОКАГЕРМ-4 (печінка), за умов експерименту, що вивчається.

При порівняльному аналізі показників, котрі характеризують  швидкості прямого й зворотного масопереносів видно, що відсутня вірогідна різниця між нормою й ГЗП. Параметри, які вказують на середній час утримання ОКАГЕРМ-4 в печінці, практично однакові в обох групах, що порівнюються (13,24 год в нормі та 13,20 год при ГЗП).




Рисунок 6.15. Діаграма розмаху параметра AUC ОКАГЕРМ-4 (печінка), за умов експерименту, що вивчається.
На завершення порівняльного аналізу фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 на етапі його розподілу до органів (див. табл. 6.7) представлені результати низки параметрів, які характеризують особливості поведінки ОКАГЕРМ-4 в нирках у обох порівнюваних групах, що були розраховані на підставі фармакокінетичних кривих (див. рис. 6.16)
Величини майже усіх фармакокінетичних параметрів (tmax, Cmax, Кji, AUC, MRT) розподілу ОКАГЕРМ-4 у нирках не мають вірогідно значущої різниці (P>0,05) в обох групах щурів, що порівнюються. Це також видно на рис. 6.16, де фармакокінетичні криві в нормі та при ГЗП майже схожі між собою.
Відсутність різниці в вказаних показниках фармакокінетики пояснюється фізіологією кровотоку в нирках, від якого залежить розподіл препарату, що вивчається. Кровопостачання в нирках відіграє особливу роль, оскільки не лише забезпечує клітинний метаболізм, але й бере безпосередню

Таблиця 6.7 Фармакокінетичні параметри (M±m) , що характеризують процес розподілу ОКАГЕРМ-4 у нирки в нормі та за умов ГЗП при
внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96.8 мг/кг (n=6)

	Параметр
	Позначення,
розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	ГЗП
	

	Час досягнення
максимальної концентрації
	
tmax, год
	
9,78±0,57
	
11,53±1,08
	
>0,05

	Максимальна
концентрація
	Сmax, мкг/мл
	8,95±0,39
	8,53±0,42
	>0,05

	Константа швидкості
прямого масопереносу
	Кij, год-1
	0,08±0,01
	0,02±0,01
	<0,05

	Константа швидкості
зворотного масопереносу
	Кji, год-1
	0,06±0,01
	0,06±0,02
	>0,05

	Площа під фармакокінетичною
кривою
	AUC,
год·мкг/мл
	
178,08±7,78
	
181,63±6,68
	
>0,05

	Середній час утримання
	MRT,
год
	13,34±0,14
	13,48±0,10
	>0,05


Примітки:
1. ⁕ P – у порівнянні зі здоровими тваринами (норма).
2. Оскільки згідно з критерієм перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка параметр Кij не підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний непараметричний критерій Манна-Уітні, для порівняння інших фармакокінетичних параметрів використано параметричний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.

Концентрація, мкг/мл
























Рисунок 6.16. Фармакокінетика ОКАГЕРМ в лінійних координатах в нирках в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг.10
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участь у сечоутворенні. Згідно з даними літератури [343, 344] кровопостачання нирок у 20 разів перевищує кровопостачання інших органів. При цьому на одну нирку доводиться 1/5-1/4 об’єму усієї крові, що викидається лівим шлуночком серця, крім того важливою особливістю ниркового кровотоку є високий рівень саморегуляції, тобто кровоток залишається постійним при зміні артеріального тиску більш ніж у два рази.
З огляду на вищевикладене, вважаємо за потрібне наголосити, що при синдромі гіпоксії, навіть при розвитку гемодинамічних порушень, кровоток у нирках зберігається на рівні норми, що пояснює відсутність впливу ГЗП на розподілі ОКАГЕРМ-4.
Звертають на себе увагу високі значення Сmaх і АUC у нирках (див. табл. 6.7) як в нормі, так і при гіпоксії, у порівнянні з іншими органами. На нашу думку, цей факт обумовлений високою інтенсивністю ниркового

кровотоку як в нормі, так і при модельованій патології, а також можливою нефротропністью ОКАГЕРМ-4, що вимагає подальшого вивчення.
Виключення складає тільки такий показник як константа швидкості прямого масопереносу, величина якого у тварин, що принесли ГЗП, вірогідно (P<0,05) нижче на 75%. Наведена діаграма розмаху (рис.6.17) дозволяє




Рисунок 6.17. Діаграма розмаху параметра Кij ОКАГЕРМ-4 (нирки), за умов експерименту, що вивчається.

візуально спостерігати наявні відмінності фармакокінетичного параметра Кij в обох досліджуваних групах. Ми припускаємо, що це пов’язано з гіпоксичним ушкодженням нефрону, яке спричиняє розвиток інтерстиціального набряку, який призводить до порушення трансмембранного транспорту ОКАГЕРМ-4 й віддзеркалюється в значному зниженні величини показника Кij.
Завершуючи порівняльний аналіз результатів, отриманих у фармакокінетичному експерименті з вивчення особливостей розподілу

ОКАГЕРМ-4 по органах тварин, підданих дії ГЗП, у порівнянні з нормою, ми вважали за доцільне привести узагальнюючу таблицю, яка допоможе наочніше представити картину розподілу ОКАГЕРМ-4 в порівняльному аспекті (див. табл. 6.8). Дані представлені в цій таблиці слугували основою для створення рядів з органів тварин, обох груп порівняння, по кожному фармакокінетичному параметру, що досліджувались.
По величинах параметра tmax ОКАГЕРМ-4 побудовані наступні ряди: в нормі [печінка> нирки> головний мозок> легені> серце]; ГЗП [нирки> головний мозок> печінка> легені> серце] (див.рис.6.18).
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Рисунок 6.18. Час досягнення максимальної концентрації ОКАГЕРМ-4 в органах щурів при внутрішньоочеревинному введенні в дозі 96,8 мг/кг (n=6) у нормі та при ГЗП.
Примітка: * р < 0,05.

Згідно з величинами Cmax ОКАГЕРМ-4 ряди виглядають таким чином: в нормі [нирки> серце> печінка>легені> головний мозок]; ГЗП [нирки> серце> легені> головний мозок> печінка] (див. рис. 6.19).
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Таблиця 6.8
Фармакокінетична характеристика розподілу ОКАГЕРМ-4 по органам щурів
за умов внутрішньоочеревинного введення щурам у дозі 96,8 мг/кг у нормі та при ГЗП (n=6)

	



Орган
	Фармакокінетичний параметр

	
	
Час досягнення максимальної концентрації (tmax, год)
	
Максимальна концентрація (Сmax, мкг/мл)
	Константа швидкості прямого масопереносу (K ij, ч-1)
	Константа швидкості зворотного масопереносу (K ji, ч-1)
	Площа під фармако- кінетичною кривою (AUC,
мг.год/мл)
	
Середній час утримання (MRT, год)

	
	Норма
	ГЗП
	Норма
	ГЗП
	Норма
	ГЗП
	Норма
	ГЗП
	Норма
	ГЗП
	Норма
	ГЗП

	Головний
мозок
	6,34
±2,02
	8,38
±0,38*
	2,76
±0,17
	2,26
±0,15*
	0,04
±0,02
	0,04
±0,02
	0,06
±0,03
	0,03
±0,01
	57,85
±1,87
	46,19
±2,25*
	12,90
±0,09
	13,07
±0,17

	Серце
	1,42
±0,06
	1,36
±0,09
	6,60
±0,25
	6,63
±0,13
	0,67
±0,05
	0,72
±0,04
	0,34
±0,04
	0,34
±0,04
	108,44
±3,29
	104,17
±4,44
	11,73
±0,16
	11,62
±0,17

	Легені
	1,62
±0,31
	2,21
±0,51
	3,22
±0,30
	2,74
±0,10
	0,60
±0,16
	0,45
±0,10
	0,27
±0,07
	0,31
±0,07
	44,48
±1,26
	46,51
±2,76
	10,86
±0,22
	11,62
±0,23*

	Печінка
	9,90
±0,51
	7,62
±0,60*
	3,67
±0,16
	1,64
±0,40*
	0,10
±0,05
	0,02
±0,01
	0,21
±0,16
	0,02
±0,01
	71,68
±3,56
	32,53
±7,40*
	13,24
±0,17
	13,20
±0,16

	Нирки
	9,78
±0,57
	11,53
±1,08
	8,95
±0,39
	8,53
±0,42
	0,08
±0,01
	0,02
±0,01*
	0,06
±0,01
	0,06
±0,02
	178,08
±7,78
	181,63
±6,68
	13,34
±0,14
	13,48
±0,10



Примітка: * – P<0,05 у порівнянні з нормою.
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Рисунок 6.19. Максимальна концентрація ОКАГЕРМ-4 в органах щурів при внутрішньоочеревинному введенні в дозі 96,8 мг/кг в нормі та при ГЗП (n=6).
Примітка: * р < 0,05.

По величинах показника Кij, вишикувалася наступна послідовність: в нормі [серце> легені> печінка> нирки> головний мозок]; ГЗП [серце> легені> головний мозок> печінка=нирки] (див. рис. 6.20)
За величинами показника Кji, розподіл представлений таким чином: в нормі [серце> легені> печінка> нирки = головний мозок]; ГЗП [серце> легені> нирки> головний мозок> печінка] (див. рис. 6.21).
За даними показника AUC ОКАГЕРМ-4 органи, що вивчаються можна розташувати таким чином – в нормі: [нирки> серце> печінка> головний мозок> легені]; ГЗП [нирки> серце> легені> головний мозок > печінка] (див. рис. 6.22).
І в завершенні, за даними показників MRT складається така картина:норма [нирки> печінка> головний мозок > серце > легені]; ГЗП [нирки > печінка > головний мозок> серце=легені] (див. рис. 6.23).
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Рисунок 6.20. Константа швидкості прямого масопереносу ОКАГЕРМ- 4 в органах щурів при внутрішньоочеревинному введенні в дозі 96,8 мг/кг у нормі та при ГЗП (n=6).
Примітка: * р < 0,05.
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Рисунок 6.21. Константа швидкості зворотного масопереносу ОКАГЕРМ-4 в органах щурів при внутрішньоочеревинному введенні в дозі 96,8 мг/кг у нормі та при ГЗП (n=6).


мг·год/мл
Площа під ФК кривою
(AUC, мг·год/мл)
200.00

150.00

100.00
*
*
50.00

0.00
Головний
мозок
Серце
Легені
Печінка
Нирки
Норма	ГЗП



Рисунок 6.22. Площа під фармакокінетичною кривою ОКАГЕРМ-4 в органах щурів при внутрішньоочеревинному введенні в дозі 96,8 мг/кг у нормі та при ГЗП (n=6).
Примітка: * р < 0,05.
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Рисунок 6.23. Середній час утримання ОКАГЕРМ-4 в органах щурів при внутрішньоочеревинному введенні в дозі 96,8 мг/кг у нормі та при ГЗП (n=6).
Примітка: * р < 0,05.

Підсумовуючи	результати	комплексних	порівняльних фармакокінетичних досліджень, можна дійти проміжного висновку, що фармакокінетичний профіль розподілу ОКАГЕРМ-4 в органи, під впливом гострої гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією, модифікується в порівнянні з нормою. Разом з тим, виявлені зміни неоднакові в різних органах.
З огляду на отримані в експерименті данні, варто наголосити на тому, що значна частка потенційного антигіпоксанта розподіляється в найбільш чутливі до гіпоксії життєво важливі органи: головний мозок, серце, легені, нирки. Це дозволяє стверджувати, що антигіпоксант, який вивчається, може у максимальному об’ємі відповідати сучасним вимогам, що пред’являються до антигіпоксантів, оскільки ОКАГЕРМ-4 здатний, завдяки його хімічний будові, здійснювати комплексну органопротекцію, буде запобігати розвитку синдрому поліорганної недостатності, що розвивається при гіпоксичному ураженні, на що вказують результати раніше проведених досліджень [345].

6.3. Фармакокінетична характеристика процесів, що визначають етап елімінації ОКАГЕРМ-4

Фінальним етапом фармакокінетики є елімінація, яка реалізується завдяки видалення лікарських засобів та їх метаболітів з організму в результаті біотрансформації та екскреції. Біотрансформація відбувається в основному в печінці (95%), кишківнику, нирках, легенях, шкірі (5%), а екскреція здійснюється, головним чином, за допомогою печінки та нирок, а також легенів [346, 347].
З огляду на те, що нирки є основним органом, що виводить з організму ксенобіотики, у т. ч. лікарські засоби, й основними механізмами екскреції в нирках є клубочкова фільтрація, канальцева реабсорбція та канальцева секреція, а в клубочках нирок фільтрується здебільшого вода та низькомолекулярні ксенобіотики з молекулярною масою нижче 50000, то є всі підстави вважати, що основним шляхом екскреції ОКАГЕРМ-4 є нирки,

оскільки молекулярна маса більшості лікарських засобів (у тому числі ОКАГЕРМ-4) не перевищує 10000 Da. Канальцева реабсорбція відбувається в дистальних ділянках ниркових канальців за принципом пасивної дифузії, тому реабсорбуються тільки недисоційовані ліпотропні молекули слабких кислот і основ, які входять до складу досліджуваної координаційної сполуки германію.
Досліджуючи майбутній антигіпоксант, вважаємо за доцільне зауважити, що канальцева секреція являє собою активний енергозалежний процес перенесення речовин проти градієнта концентрації, який здійснюється спеціальними трансмембранними транспортними системами в проксимальному відділі ниркових канальців. Лікарські засоби, що екскретуються таким шляхом, являють собою слабкі органічні кислоти та слабкі органічні основи [348, 349].
Важливо зазначити, що лікарські засоби елімінуються тільки з центральної камери, а ті ксенобіотики, що знаходяться в периферичній камері, попередньо транспортуються в центральну камеру, а потім піддаються елімінації.
Отже, вивчення процесів елімінації ОКАГЕРМ-4 з організму тварин у нормі та на моделі ГЗП вважаємо важливим фрагментом порівняльних фармакокінетичних досліджень, особливо з практичної точки зору.
У більшості випадків елімінація лікарських засобів з плазми крові відбувається згідно з експоненційною кінетикою першого порядку – виводиться постійна частина від концентрації за одиницю часу [350].
Отримані результати дослідження елімінаційних процесів наведені на рис 6.2. Експериментально доведено експоненціальний характер фармакокінетичної кривої ОКАГЕРМ-4 у лінійних координатах, яка характеризує процес елімінації цього потенційного антигіпоксанта в нормі та за умов ГЗП. Іншими словами, чим більше концентрація ОКАГЕРМ-4 в крові, тим інтенсивніше відбувається зникнення потенційного антигіпоксанта з організму шляхом біотрансформації та екскреції.

В порядку обговорення цього експериментально встановленого факту, можна припустити можливу необхідність корекції режиму дозування ОКАГЕРМ-4 на подальшому етапі його вивчення для забезпечення стаціонарної концентрації в крові, не тільки в період гострого гіпоксичного ураження, але й в ранньому постгіпоксичному періоді, протягом якого розвивається «гіпоксичний каскад» патофізіологічних процесів, темпи розвитку та тривалість якого прямо пропорційні ступеню тяжкості гіпоксичної гіпоксії з гіперкапнією, що моделюються.
На рис. 6.24 у напівлогарифмічних координатах представлені фармакокінетичні криві ОКАГЕРМ-4 в вигляді прямої лінії, що зображає лінійну залежність процесу елімінації досліджуваної сполуки в нормі та при ГЗП. Саме на підставі напівлогарифмічних кривих безпосередньо було8
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Рисунок 6.24. Фармакокінетика ОКАГЕРМ-4 в напівлогарифмічних координатах у крові в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг.

виконано розрахунок низки кількісних фармакокінетичних параметрів, які характеризують інтенсивність процесу елімінації ОКАГЕРМ-4 з організму щурів без патології та з формою гіпоксії, що моделюється. Розраховані нами фармакокінетичні параметри, які характеризують інтенсивність процесу елімінації в обох порівнюваних групах представлені в таблиці. 6.9.
Таблиця 6.9 Фармакокінетичні параметри (M ± m), що характеризують процес елімінації
ОКАГЕРМ-4 з центральної камери в нормі та в умовах ГЗП при його внутрішньоочеревинному введенні щурам у дозі 96,8 мг/кг (n=6)

	Параметр
	Позначка,
розмірність
	Група тварин
	Р⁕

	
	
	Норма
	Гіпоксія
	

	Константа швидкості
елімінації
	К10, год-1
	0,26±0,05
	0,23±0,03
	>0,05

	Період
напіввиведення
	t1/2β, год
	11,33±4,90
	11,83±3,16
	>0,05

	Загальний кліренс
	Clt,
мл/год/кг
	1,37±0,28
	1,42±0,18
	>0,05

	Середній час
утримання
	MRT, год
	7,30±0,89
	7,36±0,55
	>0,05


Примітки:
1. ⁕P – у порівнянні із здоровими тваринами (норма);
2. 	Оскільки згідно критерію перевірки нормальності розподілу Шапіро-Уілка всі наведені параметри підпорядковуються нормальному закону розподілу, для порівняння був використаний t-критерій Стьюдента. Аналіз даних виконано в програмі StatSoft Statistica 10.


Аналізуючи в порівняльному аспекті розраховані фармакокінетичні параметри елімінації ОКАГЕМ-4 із центральної камери в нормі та при ГЗП (табл. 6.9), слід зазначити, що швидкість елімінації досить низка, і це підтверджується величинами такого показника як константа швидкості

елімінації, що в нормі склала 0,26 год-1 і при ГЗП 0,23 год-1, це говорить про практично однакову інтенсивність виведення досліджуваної сполуки в нормі та при патології. Значення показника періоду напіввиведення в групі інтактних тварин і таких які зазнали гіпоксії виявилися дуже близькі й склали 11,33 та 11,83 год, відповідно. Не виявлено суттєвих змін кліренсу в обох групах тварин, значення якого склали – 1,37 мл/год/кг (норма) й 1,42 мл/год/кг (ГЗП). Також подібні значення середнього часу утримування (7,30 і 7,36 год).
Слід зауважити, що за всіма параметрами фармакокінетики, котрі характеризують процес елімінації ОКАГЕРМ-4 із центральної камери (t1/2β, К10, Clt, MRT) зареєстровано відсутність вірогідної різниці (P>0,05) між групами «нормальних» тварин та тих, що піддавалися дії гострої гіпоксичної гіпоксії з гіперкапнією, що прогресує.
Для пояснення вище описаних результатів експерименту необхідно розглянути функціональний стан органів, що беруть участь в елімінаційно- екскреторних процесах, тобто печінки та нирок на момент початку і  протягом елімінації ОКАГЕРМ-4 в умовах модельованої патології гіпоксичного генезу.
Точний час початку фази елімінації визначити неможливо, оскільки абсорбція та елімінація якийсь період відбуваються одночасно, разом з тим, аналіз фармакокінетичних кривих ОКАГЕРМ-4 в напівлогарифмічних координатах (рис. 6.24) свідчить, що в точці 3 години відбувається момент
«заломлення» кривих і вони набувають максимально лінійний характер, де, на нашу думку, власне й відбувається початок фази елімінації. Слід зазначити, що на підставі даних порівняльного аналізу фармакокінетичних кривих, процес елімінації ОКАРЕРМ-4 збігається з раннім постгіпоксичним періодом у тварин, які зазнали ГЗП.
У порядку обговорювання доцільно наголосити, що показники процесу елімінації, також як і розподілу, багато в чому залежать від стану системи макро- та мікроциркуляції. У щурів, які зазнали впливу гіпоксії вже в

ранньому постгіпоксичному періоді відбувається вельми швидка стабілізація функцій органів і систем, стабілізація кровообігу та мікроциркуляції, що може позитивно відбиватися на елімінаційно-екскреторних процесах у щурів за умов експерименту, що вивчається.
З огляду на результати чисельних робіт, виконаних у лабораторії кафедри фармакології Луганського державного медичного університету, з вивчення координаційних германійорганічних сполук у терапії гострих кисневодефіцитних станів (гіпоксична гіпоксія, синдром тривалого роздавлювання, церебральна ішемія, ЧМТ та ін.) із застосуванням методу ЕПР- спектрометрії [19, 71, 351-353], можна припустити, що ОКАГЕРМ-4, який має здатність індукувати активність цитохрому Р-450, що забезпечує протекцію процесів біотрансформації в умовах ГЗП.
Також, грунтуючись на результатах вивчення розподілу потенційного антигіпоксанта в нирки, а саме на тропність до ниркової тканини, як гіпотезу ми припускаємо, що ОКАГЕРМ-4 надає нефропротекторний ефект в умовах модельованої гіпоксії й підсилює діурез.
Отже, узагальнення отриманих результатів цієї частини порівняльних фармакокінетичних досліджень дозволяє зазначити, що незалежно від наявності в організмі гіпоксичних змін, процес елімінації ОКАГЕРМ-4 із центральної камери відбувається приблизно однаково.
Таким чином, у порядку заключення, щодо даних отриманих в порівняльному фармакокінетичному експерименті з вивчення всіх станів проходження майбутнього антигіпоксанта ОКАГЕРМ-4 в організмі щурів в нормі та після перенесеної ГЗП, вважаємо за потрібне наголосити, що кінетику цієї координаційної сполуки германію гіпоксія на тлі прогресуючої гіперкапнії здатна модифікувати, що доведено при порівнянні параметрів, що вивчались в обох групах тварин. Ці дані є експериментальним обґрунтуванням шляхів реалізації режиму дозування ОКАГЕРМ-4 на етапі надання екстреної допомоги постраждалим з гострим перебігом гіпоксичного синдрому.

РОЗДІЛ 7
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ


Пошук лікарських засобів захисту організму від наслідків гострої нестачі кисню в організмі є й залишається актуальною проблемою фармакології. Найбільш небезпечною формою гострої екзогенної гіпоксії є гіпоксична гіпоксія в поєднанні з прогресуючою гіперкапнією, яка розвивається в замкнутому невентильованому просторі. Даний невідкладний стан виникає за умов різних екстремальних ситуацій, зокрема при порушенні роботи систем, що забезпечують подачу повітря або його регенерацію в герметичному об’єкті, нажаль нерідко має місце при аваріях та катастрофах різного масштабу в промисловості, особливо в глибоких вугільних шахтах, військових підрозділах тощо.
На сьогодні перспективними в плані пошуку та розробки нових ліків з великим антигіпоксичним потенціалом є різнометальні координаційні сполуки германію з різними біолігандами [354, 355].
Попри детального системного аналізу отриманих експериментальних даних та їх обговорення в порівняльному аспекті в процесі викладу в відповідних фрагментах роботи, ми вважаємо за необхідне в цьому розділі ще раз систематизувати, зіставити та узагальнити результати, що отримані в окремих серіях токсикометричних, скринінгових, фармакометричних досліджень з визначення дозового режиму та при вивченні фармакокінетики ОКАГЕРМ-4, як найбільш перспективної сполуки в плані безпечності, фармакотерапевтичної ефективності як антигіпоксанта в умовах гострих киснедефіцитних станів, зокрема й ГЗП.
Комплексні дослідження проведені на експериментальній моделі ГЗП, що відповідає всім сучасним вимогам та характеристикам, які мають місце в реальних умовах. Досліди виконані належним чином, згідно до загальноприйнятої чинної фармакологічної та токсикологічної практики.

Процес створення новітніх лікарських засобів потребує глибокого вивчення їх токсикологічної безпечності ще на доклінічному етапі дослідження, тому на початковому етапі експериментального дослідження 6 вперше синтезованих координаційних сполук германію на основі різних есенціальних мікроелементів та органічних кислот нами була проведена комплексна оцінка ступеню гострої токсичності потенційних лікарських засобів з антигіпоксичною активністю, що надалі мало гарантувати безпечність їх застосування в клінічній практиці.
За результатами токсикометричних дослідів з визначення низки показників гострої токсичності та небезпеки всі координаційні сполуки германію, що вивчались, при одноразовому внутрішньоочеревинному введенні є малотоксичними та помірно токсичними для ссавців і для людини. При цьому варто зазначити, що дві сполуки відрізняються найбільшою величиною LD50, тобто найменшим ступенем токсичності. Це манган(ІІ) біс(цитрато)германат(IV) – ОКАГЕРМ-1 (LD50 582,53 мг/кг ) та манган(ІІ) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-4 (LD50 551,81мг/кг), але за кутом нахилу кривої в координатах «доза-пробіт» більшою безпечністю відрізняється саме ОКАГЕРМ-4, до складу якої входить залишок винної кислоти [356, 357].
Із залученням розрахункових методів, комплексного методичного підходу нами було визначено низку токсикометричних параметрів найменш токсичної сполуки, за даними попередньої порівняльної токсикометрії – ОКАГЕРМ-4, що дозволило максимально всебічно характеризувати потенційний антигіпоксант, з точки зору можливості виникнення та розвитку гострих смертельних отруєнь за умов передозування при застосуванні в реальному житті. За результатами токсикометричного експерименту встановлено, що сполука за шифром ОКАГЕРМ-4 відноситься до IV класу токсичності, а саме до «малотоксичних» речовин. Також практично відсутня потенційна та реальна загроза виникнення смертельного отруєння за умов його внутрішньоочеревинного введення щурам, що доводить нешкідливість і безпеку цього потенційного засобу фармакопрофілактики ГЗП [358].

Згідно результатів екстраполяції даних, отриманих у токсикометричному експерименті з використанням констант біологічної активності на людину, є всі підстави вважати, що ОКАГЕРМ-4 є малотоксичною та практично безпечною сполукою не тільки для теплокровних тварин, але й для людини [359].
Отримані дані порівняльної токсикометрії слугували експериментальним обґрунтуванням вибору доз у подальшому скринінговому дослідженні на моделі ГЗП. Як референтний препарат використовували відомий сучасний антигіпоксант армадін у дозі 100 мг/кг. Як критерії ефективності потенційних антигіпоксантів використовували загальноприйняті показники: тривалість життя в гермооб’ємі, а також оцінка в динаміці клінічних симптомів ГЗП у тварин у період виникнення та розвитку гіпоксичного синдрому.
При порівняльному аналізі, отриманих у скринінговому експерименті даних, встановлено, що за умов гіпоксичної гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією, найбільша тривалість життя тварин реалізується при введенні ОКАГЕРМ-4. Результати дослідів однозначно вказують, що саме під дією цієї германійорганічної сполуки відбувається вірогідне (Р<0,05) збільшення тривалості життя щурів у замкнутому просторі в порівнянні з контрольною (на 51,9 %) і референтною групами (на 36,9 %), та відзначається сприятливий перебіг клінічної картини ГЗП. Антигіпоксичні властивості ОКАГЕРМ-4 також доведено величиною відносного показника збільшення часу життя щурів (П) як відносно контролю (на 52,9%), так і референтного засобу (11,7%). Важливо відзначити, що за величиною коефіцієнту протигіпоксичного захисту (КЗ), ОКАГЕРМ-4 володіє більш вираженою антигіпоксичною активністю (КЗ = 1,53), ніж референтний препарат армадін (КЗ = 1,12) [360-364].
Результати, що були отримані в серії скринінгових досліджень, слугували експериментальним мотивуванням доцільності подальшого поглибленого вивчення найбільш перспективної сполуки ОКАГЕРМ-4 як

високоефективного засобу фармакологічного захисту при ГЗП, тому наступний фрагмент дослідженням присвячений саме цьому потенційному антигіпоксанту
Проведення фармакометричних досліджень з визначення режиму дозування ОКАГЕРМ-4 при ГЗП, що моделюється, було логічним продовженням доклінічного вивчення потенційного антигіпоксанта. Розробка дозового режиму будь-якого потенційного лікарського засобу на доклінічному етапі є одним з ключових завдань, оскільки отримана інформація є підґрунтям для проведення подальших серій експерименту.
Для розробки оптимального дозового режиму ОКАГЕРМ-4 за умов ГЗП нами будо застосовано математичне моделювання, яке дозволяє виключити різноманітні похибки при виконанні саме такого роду досліджень. Отримані в експерименті дані інтерполювали в програмному середовищі на багаточлени Лагранжа, Ньютона з подальшим розрахунком максимуму досліджуваної функції, завдяки чому встановлено оптимальну дозу ОКАГЕРМ-4 при його інтраперитональному введенні – 96,8 мг/кг [365, 366].
З огляду на мету роботи, у фокусі аналізу та обговорювання є фармакокінетичний профіль сполуки-лідера ОКАГЕРМ-4 у порівняльному аспекті в нормі та за умов гострої гіпоксичної гіпоксії з гіперкапнією, що прогресує. Проведення фармакокінетичних досліджень є важливим етапом доклінічних досліджень при розробці нових лікарських засобів [310], це пов’язано з необхідністю вивчення кінетичних параметрів на всіх етапах проходження препарату в організмі: від абсорбції з місця аплікації до екскреції.
Загальновідомо, що при вивченні потенційного лікарського засобу на доклінічному етапі, ключовим є визначення особливостей його фармакокінетичного профілю, зокрема початкової ланки проходження сполуки в організмі, а саме – абсорбції.

На підставі отриманих кривих в напівлогарифмічних координатах у програмному середовищі з використанням двокомпартментної фармакокінетичної моделі, нами було визначено низку фармакокінетичних показників, що характеризують процес абсорбції ОКАГЕРМ-4 за умов внутрішньоочеревинного введення в дозі 96,8 мг/кг: константа швидкості абсорбції (К01), період напівабсорбції (t1/2α), максимальна концентрація препарату в крові (Cmax), час досягнення максимальної концентрації в крові (tmax).
На підставі комплексного порівняльного аналізу фармакокінетичних параметрів, що характеризують процес абсорбції ОКАГЕРМ-4 в обох групах тварин можна дійти висновку, згідно з якого при дії ГЗП відбувається вірогідне (Р>0,05) зниження на 5,4% максимальної концентрації сполуки, що вивчається, у крові в групі тварин, що перенесли ГЗП. Така фармакокінетична модифікація етапу абсорбції в умовах форми гіпоксії, що моделюється, зумовлена розвитком такого захисно-компенсаторного механізму як централізації кровообігу, що приводить до значного зниження кровотоку в гепатоспланхнічному басейні. Це й віддзеркалюється на значенні показника Сmax. За іншими показниками, котрі характеризують процес абсорбції ОКАГЕРМ-4 (tmax, t1/2α, К01), вірогідно-значущої різниці (P>0,05) за умов експерименту не встановлено [367, 368]. Варто наголосити, що цей експериментально встановлений факт може позначитися на ступені реалізації протигіпоксичної дії потенційного антигіпоксанта, що буде вимагати подальшого корегування режиму дозування ОКАГЕРМ-4 при клінічному застосуванні.
Вельми важливим етапом проходження ОКАГЕРМ-4 з позицій порівняльного фармакокінетичного аналізу антигіпоксичної дії за умов гострої гіпоксичної гіпоксії у поєднанні з гіперкапнією, що прогресує, є розподіл вивчаємої сполуки в тканини та органи. Для вивчення етапу проходження ОКАГЕРМ-4 в організмі тварин у нормі та за умов гіпоксичного синдрому визначали параметри, які описують процеси

розподілу з центральної камери в периферичні: період напіврозподілу (t1/2), константа швидкості прямого масопереносу (К12), константа швидкості зворотного масопереносу (К21), уявний об’єм розподілу в центральній камері (Vd), площа під фармакокінетичною кривою (AUC); розподілу в головному мозку, серці, легенях, печінці та у нирках: час досягнення максимальної концентрації (tmax), максимальна концентрація (Сmax), константа швидкості прямого масопереносу ( Кij), константа швидкості зворотного масопереносу (Кji), площа під фармакокінетичною кривою (AUC), середній час утримання (MRT).
Узагальнений порівняльний аналіз фармакокінетичних параметрів розподілу ОКАГЕРМ-4 з центральної камери в периферичні за умов його внутрішньоочеревинного введення, дозволяє дійти висновку, що наявність гіпоксичного пошкодження практично не впливає на цей етап фармакокінетики, оскільки різниця в параметрах (t1/2; К12; К21; Vd; AUC) у нормі та за умов ГЗП незначна. Зважаючи, що причини виникнення такого експериментально встановленого факту детально обговорені в частині 6.2 шостого розділу, то ми обмежились лише констатацією отриманих даних.
Від ступеню гіпоксичного ураження ЦНС залежить прогноз для життя постраждалого та виразність резидуальних явищ після перенесеної гіпоксії. Дослідження розподілу ОКАГЕРМ-4 в головному мозку вкрай важливе, бо мозок є найбільш чутливим до гіпоксії з органів, особливо його «молоді» утворення (неокортекс і гіпоталамус).
Показник (tmax) ОКАГЕРМ-4 у тканинах головного мозку тварин, які зазнали гіпоксії на 24,34% (P<0,05) більше у порівнянні з нормою. Разом з цим відбувається вірогідне зменшення показника (Сmax) в дослідній групі (ГЗП) на 18,12 % (P<0,05). На фоні ГЗП також відбувається вірогідне зменшення показника АUC на 20,16 % (P<0,05) у порівнянні з нормою.
Експериментально виявлений характер гіпоксичної модифікації фармакокінетики ОКАГЕРМ-4 на етапі розподілу в головному мозку, ми можемо пояснити тим, що за умов ГЗП відбувається зменшення розподілу

потенційного антигіпоксанта в тканину головного мозку. Цей феномен, як нам видається, пов’язаний зі зниженням церебральної перфузії та розвитком ендотеліальної дисфункції під впливом гіпертензійно-набрякових чинників при гіпоксичному набряку головного мозку.
Виходячи з того, що головний мозок є свого роду «мішенню» для дії ОКАГЕРМ-4, факт зменшення розподілу потенційного антигіпоксанта в тканину головного мозку при дії ГЗП та в ранній постгіпоксичний період необхідно враховувати на подальших етапах дослідження препарату в плані корекції його дозового режиму та розширення показань до застосування.
Особливий інтерес при вивченні в порівняльному аспекті фармакокінетики на етапі розподілу ОКАГЕРМ-4 представляла серцево- судинна система, оскільки саме вона відіграє провідну роль у забезпеченні компенсаторних реакцій при синдромі гіпоксії, а також ще й тому, що серце дуже чутливий до гіпоксії орган і міокард вельми васкуляризована тканина.
Дані отримані в порівняльному експерименті по вивченню фармакокінетичного профілю ОКАГЕРМ-4 на етапі його розподілу в серце, чітко свідчать про відсутність вірогідної (P>0,05) різниці в обох досліджуваних групах за усіма параметрами (tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC та MRT), що визначались. Брак відмінностей у порівняльній фармакокінетиці ОКАГЕРМ-4 на етапі розподілу в серці можна пояснити насамперед з позиції морфо-функціональних особливостей (залежність коронарного кровотоку від системного) та ауторегуляції коронарного кровообігу, завдяки чому останній зберігається на достатньому рівні при гіпоксії.
Легені грають ключову роль у функціонуванні універсальних механізмів екстреної компенсації гіпоксії та значною мірою можуть впливати на фармакокінетику майбутнього антигіпоксанта, тому що володіють безліччю недихальних функцій (участь у водному обміні, терморегуляція, депонування крові, підтримка кислотно-лужної рівноваги та ін.), то саме цьому органу приділяли прискіпливу увагу в даній серії досліджень.

За результатами експерименту, що отримані в обох порівнювальних групах, не виявлено статистично значущої різниці (P>0,05) за величинами більшості фармакокінетичних параметрів, що вивчались, на етапі розподілу ОКАГЕРМ-4 у легенях, зокрема як-от: tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC, окрім параметра MRT, вірогідне (Р<0,05) збільшення якого відбувається за умов ГЗП у порівнянні з нормою.
Відсутність	суттєвого		впливу		гострої	гіпоксичної	гіпоксії	з прогресуючою		гіперкапнією	на		фармакокінетику	ОКАГЕРМ-4		на	етапі розподілу в легені, на нашу думку, зумовлена, головним чином, збереженням лінійної та об’ємної швидкостей легеневого кровотоку в умовах форми гіпоксії,	що	вивчається,	на		рівні	нормальних		показників		легеневої гемодинаміки, що у поєднанні з ліпофільними властивостями ОКАГЕРМ-4 й забезпечує високу тканинну проникність цього потенційного антигіпоксанта. Як нам видається, збільшення величини показника MRT в групі
«гіпоксичних» тварин обумовлено гіпоксичним пошкодженням альвеолярно- капілярного бар’єра, яке проявляється патоморфологічними змінами: набряканням і набряком альвеолярно-капілярної мембрани, утворюванням у ній міжклітинних щілин з розвитком інтерстиціального набряку, унаслідок чого виникають порушення міжсекторального гідробалансу, які, у свою чергу, призводять до секвестрації частини ОКАГЕРМ-4, яка обумовлює його затримку в легеневій тканині, що й проявляється зростанням рівня MRT за умов ГЗП.
Печінка нами обрана для проведення дослідження з урахуванням загальноприйнятого міркування, згідно якого це головний орган, що бере участь у численних процесах обміну речовин та, саме найголовніше, у біотрансформації ксенобіотиків, зокрема лікарських засобів.
Експериментально встановлено, що в тварин, які піддавались дії ГЗП відзначається вірогідне (Р<0,05) зменшення величин таких фармакокінетичних показників етапу розподілу ОКАГЕРМ-4 у печінку як: tmax на 23,03%, Cmax на 55,32 % і AUC –54,62 %, порівнюючи з нормою.

Такий характер поведінки ОКАГЕРМ-4 на етапі його розподілу в печінку при дії ГЗП можна пояснити значним зниженням гепато- спланхнічного кровотоку, що є проявом такої системно-судинної захисно- компенсаторної реакції як централізація кровообігу, що викликає зменшення транспорту кисню, нутрієнтів і ксенобіотиків. Зменшення величини показників Сmax та tmax щурів дослідної групі (ГЗП) пов’язане найімовірніше з перерозподілом внутрішньопечінкового об’єму крові в системний кровоток у процесі компенсаторної реакції при гіпоксії, бо печінка є кров’яним депо, а зниження АUC відбувається, тому що цей показник кількісно взаємопов’язаний з параметром Сmax.
Проаналізувавши в порівняльному аспекті величини фармакокінетичних параметрів етапу розподілу ОКАГЕРМ-4 у нирках, як в органах, які відіграють велику роль у екскреторних процесах лікарських засобів і їх метаболітів, а також мають високу швидкість кровотоку, що є одним з детермінантів розподілу й дуже варіабельна при гіпоксії, можна констатувати, що майже всі параметри (tmax, Cmax, Кji, AUC, MRT) не мають вірогідно значущої різниці (P>0,05), за винятком Кij. Показник Кij у тварин при гострому гіпоксичному пошкодженні вірогідно (P<0,05) нижче на 75%. Це можна пояснити розвитком гіпоксичного інтерстиціального набряку нефрону, що призводить до порушення трансмембранного транспорту ОКАГЕРМ-4.
Відсутність різниці при порівняльному аналізі в усіх інших фармакокінетичних параметрах, що описують розподіл потенційного антигіпоксанта в нирки, пояснюється великим рівнем саморегуляції ниркового кровотоку при гострому гіпоксичному синдромі. Більш того, навіть при розвитку вагомих гемодинамічних порушень кровоток у нирках зберігається на рівні норми.
У порядку підбиття підсумків комплексного порівняльного фармакокінетичного експерименту з вивчення процесу розподілу ОКАГЕРМ-
4  в  органи  та  тканини,  варто  наголосити  на  тому,  що  велика  частка

потенційного антигіпоксанта розподіляється в найбільш чутливі до дії гострої гіпоксії вітальноважливі органи: головний мозок, серце, легені, нирки. Цей факт дозволяє стверджувати, що антигіпоксант, який вивчається, може в максимальному діапазоні відповідати сьогоднішнім вимогам, що пред’являються до сучасних антигіпоксантів, бо ОКАГЕРМ-4 здатний здійснювати всебічну органопротекцію, а отже й запобігати розвитку синдрому мультиорганної недостатності, яка неминуче маніфестує при тяжкому гіпоксичному ураженні, що формується при ГЗП.
Для максимально повної характеристики заключного етапу фармакокінетики – елімінації, яка складається з біотрансформації та екскреції, нами було розраховано низку фармакокінетичних параметрів: період напіввиведення (t1/2β), константу швидкості елімінації (К10), загальний кліренс (Clt), середній час перебування в організмі (MRT).
Комплексний порівняльний аналіз усіх вказаних вище параметрів фармакокінетики, що характеризують процес елімінації ОКАГЕРМ-4 із центральної камери (t1/2β, К10, Clt, MRT) демонструє, що вірогідна різниця між групами «нормальних» тварин та тих, що зазнали дії ГЗП, відсутня [369].
Отриманий фармакокінетичний профіль процесу елімінації потенційного антигіпоксанта в щурів, які зазнали дії гіперкапнічної гіпоксії, обумовлений, на нашу думку, тим, що на момент початку елімінації в ранньому постгіпоксичному періоді вже здійснюється стабілізація системного кровообігу та мікроциркуляції, що позитивно віддзеркалюється на елімінаційно-екскреторних процесах за умов модельованої патології гіпоксичного генезу.
Спираючись на дані, що отримані при вивченні процесу розподілу потенційного антигіпоксанта в нирки, а саме на тропність до ниркової тканини, як гіпотезу ми припускаємо, що ОКАГЕРМ-4 забезпечує протекцію процесів біотрансформації, чинить нефропротекторний ефект, що підсилює діурез у умовах модельованої форми гіпоксичного синдрому.

Резюмуючи результати отримані в серії порівняльних фармакокінетичних досліджень процесу елімінації, є підстава дійти висновку, що процес елімінації ОКАГЕРМ-4 із центральної камери в периферичні проходить майже однаково при наявності в організмі гіпоксичних змін.
Підсумовуючи дані отримані в порівняльному фармакокінетичному експерименті з вивчення всіх етапів проходження майбутнього антигіпоксанта ОКАГЕРМ-4 в організмі щурів у нормі та після перенесеної ГЗП, вважаємо за необхідне наголосити, що гіпоксія на тлі гіперкапнії, яка прогресує, здатна модифікувати кінетику потенційного антигіпоксанта, про що свідчить порівняння параметрів, котрі вивчались в обох групах тварин. Отримані в ході експерименту дані, котрі стосуються модифікації фармакокінетичного профілю координаційної германійорганічної сполуки, що вивчається, мають бути враховані при реалізації режиму дозування ОКАГЕРМ-4 на етапі надання екстреної допомоги постраждалим з гострим гіпоксичним ураженням на тлі гіперкапнії та інших форм гіпоксичного синдрому.
І нарешті, у порядку закінчення варто наголосити, що отримані результати у ході проведеного доклінічного дослідження оригінальної координаційної сполуки ОКАГЕРМ-4 вказують на безсумнівну перспективність подальшого поглибленого вивчення її фармакодинаміки та безпечності, зокрема в плані віддалених ефектів (мутагенність, канцерогенність, тератогенність) з метою створення на її основі нового вітчизняного антигіпоксанта.

ВИСНОВКИ


У дисертаційній роботі вперше наведено та теоретично обґрунтовано нове експериментальне вирішення науково-практичної задачі сучасної фармакології, яка полягає в доцільності застосування нової координаційної сполуки германію – манган(II) тартратогерманат(IV) як високоефективного протигіпоксичного засобу фармакопрофілактики гострої гіпоксії, що розвивається в замкнутому просторі на тлі прогресуючої гіперкапнії.
1. За результатами порівняльних токсикометричних досліджень уперше синтезованих гетерометалічних комплексів германію (IV) та 3d-металів (цинк, мідь, марганець) з аніонами лимонної та винної кислот за умов їх одноразового внутрішньоперитонеального введення встановлено, що згідно з показниками гострої токсичності та небезпеки (LD16, LD50, LD84, LD99), а також з величиною кута нахилу «кривої токсичності», найменш токсичною серед сполук, що вивчаються, є манган(II) тартратогерманат(IV) – ОКАГЕРМ-4 (LD50=551,81 мг/кг), яка відноситься до IV класу (малотоксичних) речовин. За такими параметрами небезпеки як: 1/LD50, LD84/LD16, S, 1/LD50‧S, tgα, 1/LD50‧tgα ОКАГЕРМ-4 не представляє потенційної та реальної загрози виникнення смертельного отруєння. При екстраполяції експериментальних токсикометричних даних на людину з використанням констант біологічної активності доведена відносна нешкідливість ОКАГЕРМ-4 не тільки для теплокровних тварин, але й для людини.
2. Скринінговими дослідженнями на моделі ГЗП показано, що з 6 оригінальних координаційних сполук германію з біолігандами найбільш високою фармакопрофілактичною активністю володіє ОКАГЕРМ-4, на що вказує збільшення відсотка виживаності тварин у замкнутому просторі, порівнюючи з контрольною (ГЗП без препарату) на 51,9 % і референтною (ГЗП + армадін) на 36,9 % групами. За величиною коефіцієнта протигіпоксичного захисту (КЗ), ОКАГЕРМ-4 також володіє більш

вираженою антигіпоксичною активністю (КЗ = 1,53), ніж референтний препарат армадін (КЗ = 1,12). Застосування ОКАГЕРМ-4 зумовлює сприятливий перебіг клінічної картини гострої гіпоксичної гіпоксії на тлі прогресуючої гіперкапнії.
3. У окремій серії фармакометричних досліджень з розробки оптимального режиму дозування ОКАГЕРМ-4 із залученням математичного моделювання за допомогою комп’ютерного інтерполювання експериментальних даних на багаточлени Лагранжа та Ньютона з подальшим розрахунком максимуму досліджуваної функції встановлено, що найбільш висока фармакопрофілактична ефективність потенційного антигіпоксанта реалізується за умов його внутрішньоперитонеального введення щурам у дозі 96,8 мг/кг за 40 хв до початку гіпоксичного пошкодження.
4. Комплексний порівняльний фармакокінетичний аналіз етапу абсорбції ОКАГЕРМ-4 у нормі та за умов гіпоксичного синдрому, що моделюється, показав, що в постгіпоксичному періоді відбувається вірогідне (P<0,05) зниження (на 5,4%) величини Сmax сполуки, що вивчається, у крові тварин. За іншими показниками, котрі характеризують процес всмоктування ОКАГЕРМ-4 в системний кровоток (tmax, t1/2α, К01) вірогідно значимої різниці (P>0,05) за умов експерименту не виявлено.
5. Визначення низки параметрів порівняльної фармакокінетики, що характеризують процес розподілу ОКАГЕРМ-4 із центральної камери в периферичні показало, що за умов його внутрішньоочеревинного введення наявність гіпоксичного пошкодження практично не впливає на цей етап проходження антигіпоксанта, що вивчається, оскільки різниця в величинах параметрів (t1/2; К12; К21; Vd; AUC) у нормі та за умов ГЗП незначна.
При розподілі ж потенційного антигіпоксанта в головний мозок показник (tmax) у тварин, які зазнали гіпоксії на 24,34% (P<0,05) більше, порівнюючи з нормою. Водночас відбувається вірогідне зменшення показника (Сmax) у групі тварин з ГЗП на 18,12 %, а також на тлі гіпоксії відбувається вірогідне зменшення показника АUC (на 20,16 %), відносно

норми. Результати вивчення кінетики ОКАГЕРМ-4 на етапі його розподілу в серце, свідчать про відсутність вірогідної різниці в обох групах порівняння за всіма фармакокінетичними параметрами , що вивчались (tmax, Сmax, Kij, Kji, AUC та MRT). Характер розподілу сполуки в легені аналогічний тому, що ідентифікований при розподілі в серце, окрім параметра MRT, який вірогідно (Р<0,05) збільшується (на 7,75 %) відносно норми за умов ГЗП. Розподіл ОКАГЕРМ-4 у печінку на тлі ГЗП відзначається вірогідним (Р<0,05) зменшенням величин таких фармакокінетичних показників як: tmax на 23,03%, Cmax на 55,32 % та AUC –54,62 %, порівнюючи з нормою. Розподіл антигіпоксанта в нирки характеризує зі всіх параметрів, що вивчались, лише величина Кij, яка в тварин з гіпоксичним синдромом вірогідно (P<0,05) нижче (на 75%), ніж у нормі.
6. Комплексна порівняльна оцінка фармакокінетики процесів елімінації ОКАГЕРМ-4 із центральної камери за всіма вивчаємими параметрами (t1/2β, К10, Clt, MRT) показала відсутність вірогідної (P>0,05) різниці між групами
«нормальних» тварин та тих, які зазнали дії ГЗП, що свідчить про стабільність даної координаційної сполуки германію з марганцем та винною кислотою щодо біотрансформаційних та екскреторних процесів як безпосередньо під впливом гострої гіпоксичної гіпоксії з прогресуючою гіперкапнією, так і в ранньому постгіпоксичному періоді.
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ДОДАТОК 1

Таблиця 2.1 Структурні формули оригінальних сполук германію, що вивчались
	Хімічна та емпірична назва сполуки
	Лабораторн. шифр
	
Структурна формула

	1
	2
	3

	
манган(ІІ) біс(цитрато)германат (IV)
С12Н30GeMnO24
	


ОКАГЕРМ-1
	



	
купрум(ІІ) біс(цитрато)германат (IV)
C12H30CuGeO24
	


ОКАГЕРМ-2
	

[image: ]  

	
цинк(ІІ) біс(цитрато)германат (IV).
C12H30O24GeZn
	


ОКАГЕРМ-3
	



	
цинк(ІІ) біс(цитрато)германат (IV).
C12H30O24GeZn
	


ОКАГЕРМ-4
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Продовження табл. 2.1

	1
	2
	3

	

купрум(ІІ) тартратогерманат (IV).
C12H32Cu2Ge2O31
	


ОКАГЕРМ-5
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цинк(ІІ) тартратогерманат(IV) C12H30Zn2Ge2O30
	


ОКАГЕРМ-6
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e _Ta Koam Bnposaxkeno: JlaGopatopis disuko-ximiunoi dapmakonorii ®isuko-
Ximiganii imeTuTyT iM. O. B. Borarcekoro HAH Vkpaiun»
5. PesyabraTH BupoBakenHsi: Bukopucranus mponosuuiii Jlitinenko JI.®. 3naunO
PO3MHMPIOE Ta TNOrTHOMIOE ySBICHHA MOAO MiAXOAiB 10 dapmakonpoditakTuku Ta
rpapmaxo-repann FiMOKCHYHOrO ~ CHHAPOMY Ta  MEXaHi3MiB  aHTHTiNOKCH4HOI  Ail
KOOPJMHAIIHHAX CIONYK repmanio 3 Giomiramgamu. ExcrepuMeHTansHO 0GrpyHTOBaHMI
miaxin g0 QapmakoTepamii rocTpoi TiMOKCHYHOI TiMOKCIT MOXKE CIYTyBaTH MiATPYHTAM
OJIHOTO i3 MepCIeKTHBHHX HANPAMKIB IiIeCHPsAMOBAHOTO CHHTE3y HOBHX KOOPIMHALIHHHX
CHOIYK IepMaHio, ki BOJIOIIOTh aHTHTOKCHYHOKO aKTHBHICTIO.

6. 3ayBaskeHHs Ta NPONO3HMII: HE BHOCHIIHCH.

O6roBopeHo  Ta  3aTBep/UKeHO Ha  3acizaddi  naGoparopii, mporokom Ne 3
Bix_ 23.09.2019 POKY.

3aBigyBau maboparopii 7]
(bizuko-ximMigHOT hapmakosorii i
«Di3HKO-XIMIYHHH IHCTHTYT iM. / /

0. B. Borarcekoro HAH Vkpainu» 1. 6. H. i =4 B.b. JJAPIOHOB
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«3ATBEPUKYIO»
Jupexrop I «HaykoBuii ueHTp MPEBEHTHBHOT
TOKCHKOJIOTii, XapyoBoi Ta XimiuHoi Gesneku
imeni

AKT BITPOBA/IKEHHS
maTepiais HayKoBHX pociiukens 1@, JliTBinenKo B pofoTy HAyKOBO-10CTiAHOT
YCTAHOBH
1. HaiiMenyBanus __nponosuuii st BOPOBA/UKCHHS: «EKcriepuMeHTalIbHE

OGIPYHTYBAaHHS JOLINBHOCTI 3aCTOCYBAHHS HOBOT KkoopmaHautiiHoi conyku repvanis OKATEPM-
4 st mpodiNaKTHKH TIMOKCIT 3aMKHYTOTO POCTOPY».

2. KHM 3anpononoBano: acripanToM 3a04HOT (pOpMH HABUAHHS Bi/Utiny MeauuHOT Ximii
JTY "InctutyT dapmakosiorii ta roxeukonorii HAMH Ykpaiuu" JI.®. JliTinenko.

3. Jxepedo indopmanii:

1. Jlitsinenko J. ®. llomyk NOTeHIiHHMX AHTUIINOKCAHTIB cepe OpHTiHATBHUX
reTepoMeTATIYHIX KOMILIEKCIB repMaHiio Ta 3d-meTaiB Ha OCHOBI JTUMOHHOT Ta BUHHOT KHCIOT /
JL.®. Jlitsinenko, B.A. Kosup, O.E. Mapuusko // dapmakosoris Ta JiKapehka TOKCHKOIOTis. —
2016. — Ne6(51). — C. 60-65.

2. Iar. na kopuchy Mozenb Ne 110014 Vipaina, MIIK (2015.01) A61K 31/00 G09B
23/00. Crioci6 dapmaxonoriusoi npogiakTuky rinoKcii 3aMKiyToro npocTopy / Jlyx’smayk B. J1.,
Ceiipymrina 1. W., Kosup B. A., Mapuunko O.E., Jlitsinenko JI. ®., Yebanenko O. A.
puHaxigHaky Ta Bracaukn JIyk suayk B. L., Ceitdynnina L. 7., Kosup B. A., Mapumuko O. E.,
Jliteinenko JI. @., Yebanenko O. A. — Ne 110014, u 2016 02031; 3asBi. 02.03.2016; omy6.
26.09.2016, Bron. Nel8.

4._Jle Ta_koam_Bnposajukeno: Biutn «lHeTHTyT eKCIIePUMEHTAILHOT TOKCHKOJOTiT i
MejtKo-6ionoriunux jociimkersy T «Haykosuit nesTp [IPEBEHTHBHOI TOKCHKOJIOTii, Xap4oBoi
ra ximMiuHOT Ge3neky imeHi akanemika JL.I. Mexsens MO3 Vkpaiuu» y 2019 poui.

5. PesyabTaTu BupoBakenns: Bukopucranis nponosuuiii Jliteinenka J1.®. nossonse
3HAQYHO PO3WMPHTH Ta TOFIMOMTH YABJIEHHS 1100 MeXaH{3MiB  aHTHTimoKCH4HOT i
KOOPAMHALIHHUX CIIOMYK repManiio 3pisHumu Gioniraniamu Ta MeToziB (apmakonpoTexuii Ta
(apmakoTepanii  TiMOKCHYHOTO ~ CHHIPOMY. EKClepUMeHTANIbHO  OGTpYHTOBAHMH niaxia 1o
(apmakotepanii  rocTpoi FilOKCHUHOT TiMOKCIi MOMe CIyryBaTH IIAIPYHTSM —OJIHOTO i3
[IepCTIEKTHBHMX HATPAMKIB Li/IECIPAMOBAHOTO CHHTE3Y HOBUX KOOPAMHALLIHHUX CIIOTYK TepMaHilo,
AKi BOJIOIIOTH AHTUTINIOKCHYHOIO AKTHBHICTIO.

6. 3ayBaskeHHs TA NPONO3MUi: HE BHOCHIHCE.

OG6roBOpEHO Ta 3aTBEP/UKEHO HA sacinanni Biautiny, npotokon Ne 2 Bin 27 BepecHs 2019
POKY.

KepiHuk Bijutiny «IHCTHTYT

eKCIIePUMEHTATbHOT TOKCHKOIIOT i
Me/IMKO-Gi0I0rUHIX I0CITi/UKeHb, /1. 0. H.

I1. T'. JKminbko ) «30» geﬁf”é’ 2019 p.
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«3ATBEPIKYIO»
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AKT BITPOBAIKEHHSI

marepiajais Haykosux aocaiukens /1. . JlirBinenko B podoTy HayKoBO-10¢ai1HOT
YCTAHOBH

Haiivenypannsi _nponosuuii jaasi _Bnposamkennsi: «ExcrepuMenTaibie  06IpyHTYBaHHS
JIOLITLHOCTI  3aCTOCYBAHHs. HOBOI KOOpAMHALiiHOT cnomyku repmanis OKAI'EPM-4 s

npopiaKTHKK TMOKCIT 3aMKHYTOTO POCTOPY». i

Kum sanpononosano: acnipantom 3a04Hoi (opmMH HaBuaHHs Biaminy meamunoi Ximii JIY
"Incruryr dapmaxonorii Ta Tokcukosnorii HAMH Ykpainn" J1.®. JlitsineHko.

[Laxepeio ingopmanii:

1. Jlirsinenxo JI. ®. Tlomyk NOTEHNIHHMX AHTHIIIIOKCAHTIB Cepe/l OPHTiHATLHUX
reTepoOMETaliuHUX KOMILIEKCIB repManiio Ta 3d-MeTaniB Ha OCHOBI JIMMOHHOI Ta
sunnoi kucior / JI.d. Jlitsinenko, B.A. Kosup, O.E. Mapuunko / ®apmakororis ta
nikapebka Tokeukosoris. — 2016, — Ne6(51). — C. 60-65.

Ilar. na xopucny mozens Ne 110014 Vkpaina, MIIK (2015.01) A61K 31/00 G09B
23/00. Crnoci6 dapmakonoriynoi npodinakTHkH Timokcii 3aMKHyToro mpocropy /
Jlyk’smuyx B. J1., Ceiidpysuiina I. ., Kosup B. A., Mapuuuko O.E., Jlitsinenko . ®@.,
Yebanenko O. A.; Bunaxiannku ta Bracuuku Jlyk’smuyk B. J1., Ceiidymrina 1. T,
Kosup B. A., Mapuunxo O. E., Jliteinenko JI. ®., Uebanenko O. A. — Ne 110014, u
2016 02031; 3asBn. 02.03.2016; ony6. 26.09.2016, Bros. Nel8.

Jlirsinenxo J. ®. Kinernka aGeop6uii HoBoro anturinokcanta OKAI'EPM-4 y nopmi
Ta 3a yMOB Tinokciitnoro cunapomy /J1. @. JlitBinenko, B. J{. Jlyk’suuyk / 3106y Tku
K/HIuHOT i ekcriepuMenTanbHoi MenuuHH. — 2019, — Ne 2.— C. 130-136.

e ta_xoam suposakeno: "Kiiniko-giarnoctnunnii nentp "®APMBIOTECT", Jlyranchka
06u1. M. PyGixue, By [Touaiebka, 9.

Pesvabraru suposakennsi: Bukopucranns sanpononosanux Jlitsinenko J[.®. pesynbraris
€KCIIEPUMEHTAILHOTO  JIOCII/UKEHHSI CYTTEBO MOMIUOIIOE YSBIEHHS CTOCOBHO METOJMYHUX
1i/IXOiB NPOBe/ICHHs CKPIHIHTOBHX | (papMAKOKIHETHUHHX 10CITi/UKeHb, GapMakonpoditakTiku
riNOKCHYHOIO  CHHJIPOMY Ta MEXaHi3MiB aHTHNINOKCHUHOT Aif KOOpAMHALGHHMX —CrONyK
FEPMAHilo Ha OCHOBI PI3HUX eCeHIiaTbHHX MIKPOEIEMEHTIB Ta OpraHiyHHX KHCIOT Ha Mojesi
rinoKcii 3aMKHYTOro IpocTopy.

3ayBazkeHHs Ta PONO3HUIL: HE BUCIOBICHO.

]

w

OG6rosopeHo Ta 3aTBep/KEHO Ha 3acianni, mpotokos Ne04/19 Bix 07.10.2019 poky.

Karepuna KOBAJIbOBA
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3BATBEPIXYIO»
_Iepmmit npopextop
13 OBO-TIE/IarOri4HoOiI po6oTH

Marepiajis HaykoBHX fociixxkens JI.®. JliTsinenko y nag4yaabanii npouec

1. HaliMeHyBAHHS NPONO3MIUII A5 BIPOBANKEHHS: «EKcriepUMeHTabHe
OGIpyHTYBaHHS JOLLTBHOCTI 3aCTOCYBAHHS HOBOI KOOPAMHAIIHHOT CIOTYKH
repmanito OKATEPM-4 mist npodinakTiku rinokcii 3aMKHyTOro mpoctopy».

2. KuM _3anpomoHoBaHo: acmipaHToM 3a09HOi (OPMH HaBYAHHS Bigimy
MeugHOI Ximil IV "[HctutyT dhapmaxomnorii Ta Toxcukonorii HAMH VYkpainu"
J1.®. JliTRiHEHKO.

3. Lxepeno indopmauii:

1. Jliteinenko J[. ®. [louryk moTeHIiHHMX aHTHIiNOKCAHTIB cepe/l OpHTiHabHUX
TeTepOMETATIYHHX KOMILIEKCIB repMaHito Ta 3d-MeTalliB Ha OCHOBI JTMMOHHOL
Ta BHHHOI kucnor / JI.@. Jliteinenko, B.A. Kosup, O.E. Mapuunko //
Dapmaxkonorist Ta Tikapckka TokcuKonoris. — 2016, — Ne6(51). — C. 60-65.

2. ITat. va xopucHy Mozens Ne 110014 Vkpaina, MITK (2015.01) A61K 31/00
GO9B 23/00. Cnoci6 dapmakonorianoi npodinakTuku rimokcii 3aMKHyTOro
npocropy / Jlyk’smayk B. JI., Celtdymnina 1. 1., Kosup B. A., Mapuusko O.E.,
Jlitsinenko JI. ®., YeGanenxo O. A.; BUHAXiZHHKY Ta BIacHUKH JIyK’ sHuyk B.
JI., Ceiipynnina I. ., Kosup B. A., Mapmuako O. E., Jliteinenko 1. ®.,
Yebanerko O. A. — Ne 110014, u 2016 02031; 3asen. 02.03.2016; omy6u1.
26.09.2016, Bron. Nel8.

4. le Ta _xonu BnpoBamkeHo: kadeapa ¢apmakonorii HamioHansHOro

(bapmanepTHYHOTO yHiBEpCHTETY, 3 BepecHs 2019 p.

5. PedyabTaTn BnpoBamkenHs: Buxopucranns mponosumii Jliteinenko J[.®.

CYTTEBO  MOIIMPIOE Ta  TNOMIHOMIOE  ySBIEHHA WIOAO  IMIAXOAIiB 10

bapmakonpodinakTikn  Ta  (apmaxoTepamii TiMOKCHYHOTO CHHAPOMY —Ta

MeXaHi3MiB aHTHUTiIOKCHHHOI Jii reTepoMeTaniyHuX KOMIUIEKCiB repmanito (IV) ra

3d-meTaniB Ha OCHOBi JMMOHHOI Ta BMHHOI KHCJOT. EKCIepHMeHTalbHO

apryMeHTOBaHO MiaXin mo dapmakoTeparii rocTpoi riNOKCHYHOI TiMOKCii Moxe

CITy)HTH OCHOBOIO OJIHOTO 3 IT€PCHIEKTHBHUX HANPSMKIB CIPSMOBAHOIO CHHTE3Y

HOBMX KOOpIMHALIHHMX CIONYK TIepMaHilo, $Ki MalOTh aAHTHUIINOKCHYHY

aKTHBHICTb.

6. 3ayBaseHHs T4 NPONO3MUIi: HE BHOCHIACH,
O6roBopeHo  Ta  3aTBep/KeHO  Ha  3acizamHi  kadempH,  IPOTOKOI

Nep Bimp3. N9  poxy.

3aBigyBad kadenpu ///‘

dbapmakonorii HPaV, n.m.1., npodecop C. IO. Iltpurons
/
Y
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«3ATBEPIUKYIO»
grarorigsoi poboTn
0 YHIBEpCHTETY

o
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IMVER | 2019 p.

Hasea npomosmuii il _BIPOBAIUKEHHS:: CKCICPHMEHTAIBHE  OOIPYHTYBAHHS
JIONiTBHOCTI 3aCTOCYBAHHS HOBOI KOOpMHaiiHOT crionyku repmanis OKATEPM-4 s
npo(iNaKTHKH TiNOKCii 3aMKHYTOTO MPOCTOPY.

2. 3akJuajn, e npoBeaena po3podka, aapeca, IIB asropis: JIY «luctutyt dapmakosorii
Ta Tokcukonorii HAMH Vkpainm», Biutin meamaroi ximii, 03057, m. Kuis, By1. AnToHa
Ilenika, 14, acmipanT 3a0uHoi hopmu HasuarHs [].D. JIiTBiHEHKO. g

lxepena ingopvanii:

Jlitginenko JI. ®. Ilomryk noTeHIIHHMX aHTHTINOKCAHTIB Cepel OPHriHAIBHUX
TeTepOMETATIYHHX KOMILIEKCIB repManiio Ta 3d—-MeTalliB Ha OCHOBI JINMOHHOI Ta BUHHOI
kucnor / JIL.®. Jlitsinenko. B.A. Kosup, O.E. Mapunnko // ®apmakosoris Ta jikapcbka
Tokenkosorist. — 2016, — Ne6(51). — C. 60-65.

2. llar. na kopucHy Mofenb Ne 110014 Vipaina, MIIK (2015.01) A61K 31/00 GO9B 23/00.
Crioci6 (papmakomoriunoi npodinakTHKA rinmokceii 3aMkHyToro npocropy / Jlyk’suayk B.
J1., Ceitynnina 1. 1., Kosup B. A., Mapumsko O.E., Jlitsinenko JI. ®., UeGanenko O.
A.; BuHaxigauku Ta BracHukd JIyk'smuyk B. J[., Ceitdymmina I. M., Kosup B. A.,
Mapuusko O. E., Jliteinenko JI. @., YeGanenko O. A. — Ne 110014, u 2016 02031;
3aseit. 02.03.2016; omy6ur. 26.09.2016, brom. Nel8.

5

4._Jle i Ko BIPOBAUKEHO: Y HAYKOBO-TIEAArorivHmil mpouec kadeapu dapmakosorii 3
KrinigHO0 (apmakosorieio THMY imeni LS. Top6auescbkoro y 2019-2020 HaBuansHOMY

poui.

5. Pesvabtatn Bupoamkenns: nponosuuii Jlitinenka JI.M. I03BOMNSIOTH PO3MIMPHTH
YABIEHHS TIPO METOJM iHTEHCHBHOT Teparii Ta (apMakoIOrivHOT MPODITAKTHKH rOCTPOro
TiMIOKCHYHOTO CHHJIPOMY B TPAKTHII MEIMIMHM HEBIIKIAIHMX CTaHIB Ta MeXaHi3max
AHTHTIMOKCHYHOT i GiMETaTbHHX KOOPIWHAIIMHMX CHONYK TepMaHiio 3 pi3HAMH
Gioniranmavu. ExcrniepumentaibHo ofrpyHToBanmii miaxin y dapmakoteparii roctpoi
TiMOKCHYHOT TiMOKCIT 3 rinepKarmicio. 1o Nporpecye, MoxKe CIyXKHTH OCHOBOIO OJHOTO 3
NEPCTIEKTHBHUX HATPAMKIB CHHTE3Y HOBHX KOOPJAMHAUIMHHUX CIOJYK TepMaHilo, 0
BOJIOZIOTh @HTHTINIOKCHYHOIO aKTHBHICTIO.

6. 3ayBaskeHHsI Ta NPONO3MILL: HeMae.

OO6roBopeHO  Ta  3aTBep[KEHO  Ha  3acizaHHi  KadeIpH,  IPOTOKOI Nsi—
sin LY 08 2019 poky.

3aBigyBau kadeapu hapMakosorii 3 KiiHIYHOW apmMakoIorielo
TepHOMIIBCHKOTO HAIIOHATBHOTO MEAHYHOTO YHIBEPCHTETY
imeni L51. I'opBaueBcekoro MO3 Vkpaiun

JLMELH., mpodecop O o Ly 0. M. OJIELIYK
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AKT BITPOBAJIKEHHST
maTepianis HaykoBux rocaimkens 1@, Jitsinenko y napuaibuuii npouec

1. HaiimenyBanus nponozuuii s BIIPOBA/UKEHHST: «EkcnepumenTabHe
OOTpYHTYBaHHS JOULIBHOCTI 3aCTOCYBAHHS HOBOI KOOPIAMHALIHHOI CIONYKH repMaHis
OKAT'EPM-4 ju1s npoginaktiku rinokcii 3amxayToro TIPOCTOPY».

2. Kum 3anponomnoano: acmipantom 3a0uHoi (popMH HaBYaHHS BiIUTiTY MeHYHOT Ximii
AY "Inctutyt hapmaxosnorii Ta Tokcukonorii HAMH Vpainu" JI.®. Jlitinernko.

xepeno indopmauii:

o Jlirsinenko JI. ®. Tlomlyk mNOTEHUIHHMX AHTHMIIMOKCAHTIB Cepesl OPHMIiHATBHUX
TeTepoOMETANiYHHX KOMILIEKCIB repMaHito Ta 3d-MeTamiB Ha OCHOBI JIAMOHHOT Ta BHHHOL
kucnotr / J1.®. Jlitsinenxo, B.A. Kosup, O.E. Mapuuxo // dapmakoIoris Ta JiKapebka
TOKCHKOIOTist. — 2016. — Ne6(51). — C. 60-65.

¢ [Ilar. na xopucny moness Ne 110014 Vipaina, MITK (2015.01) A61K 31/00 GO9B 23/00.
Croci6 ¢apmaxonormnm npoginakTuky rinokcii 3amkryToro mpocropy / Jlyk’suuyk B.
1., Ceitdynnina I. Y., Kosup B. A., Mapuunko O.E., Jlitsinenxo J[. ®., YeGanenko O.
A.; BuHaximuukn Ta Brachuku Jlyk'smuyk B. ]I, Ceiidpynnina I ¥, Kosup B. A.,
Mapunnko O. E., Jlitsinenko JI. ®., Yebanenko O. A. — Ne 110014, u 2016 02031;
3asBi1. 02.03.2016; omy6u. 26.09. 2016 Bron. Nel8.

4._le Ta kosm Bnposawkeno: Kapepa papmakosnorii, Kiiniusoi (apmakonorii Ta

kainiunoi ¢apmanii JI3 «Jlyrancekuii nepkaBHmii MeanaHmMit YHIBEpCHTET», 1O TeMi:
«Kuiniuna apmakosnoris nikapchkux 3aco6iB, wwio 3aCTOCOBYIOTBCS TPH HEBIAKIAIHUX
CTaHax».

5. PesynabTati Bnposaukenus: Bukopucranmus sampononosammx JliTiHenko J1.O.
MatepiaiB HaYKOBHX JIOC/IDKeHb [I03BOJSE 3HAYHO DO3MIMPHTH YSBJEHHA CTOCOBHO

MeXaHi3MiB ﬂpDTPﬂ'll‘lOKCH‘lHOl ﬂll xoopnuuaumuux CITOJIYK repMamm 3 GlOHll'aHIlaMPl Ta
nizxozis 10 GpapMakoTepanii rinokCHYHOro CHHAPOMY TIPH HEBIJIKJIAJHHUX CTAHAX.

6. 3ayBaskennsi Ta NPONO3MLIi: HE BHOCHIIHCE.

OGroBopeHo Ta 3aTBEp/UKEHO Ha 3aciiaHi kadenpu, nporokon Ne of Bix £4 worHs
2019 poxky.

B. 0. 3aBinysaua kadenpu papy
KIiHi4HOT (hapmakonorii
Ta KIiHiyHOT hapmauii [
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«3ATBEPIKYIO»

Pexrop I3 «JIyrancekuii aepkaBHHi

AKT BITPOBAJIKEHHS
martepianis naykoBux nocaikens I.®. JlitBinenko y HapuaibHuii npouec

1. HaiimenyBanus nponounii__juis BIDOBA/UKEHHSI: «ExcriepuMeHTabHE
OOTpYHTYBaHHS JOUINBHOCTI 3aCTOCYBaHHS HOBOI KOOPJMHALIHOI CIIONYKH repMaHis
OKAT'EPM-4 n1st mpohinakTHKH TiMOKCIi 3aMKHYTOr0 IPOCTOPY».

2. Kum 3anpornoHoBano: acIipaHTOM 3a04HOi (OpPMH HaBYaHHs BiAIiTy MeTMUHOI Ximil
JIY "TuctutyT dapmaxosnorii Ta Tokcukonorii HAMH Vkpaiun" J1.®. JlitiHeHKo.

3. [xepeno indopmarg

1. Jlirsinenko JI. @. Ilomyk mOTEHIIHHNX AHTHIINOKCAHTIB Cepesl OpHUTiHATBHUX
TeTepOMETAIIYHUX KOMILIEKCIB TepMaHiio Ta 3d—MeTalliB Ha OCHOBI JINMOHHOT Ta BUHHOT
kuenor / JI.®. Jlitsinenko, B.A. Kosup, O.E. Mapuntko / ®apmakosorist Ta gikapebka
ToKcHKonoris. —2016. — Ne6(51). — C. 60-65.

2. Tlar. na kopucHy Mozens Ne 110014 Vipaina, MITK (2015.01) A61K 31/00 GO9B 23/00.
Crioci6 papmakosoriunoi npodinakTiky rinokcii 3amknyToro npocropy / Jlyk’suuyk B.
1., Ceiipysunina L. 1., Kosup B. A., Mapumnko O.E., Jlitsinenko JI. ®., UeGanenko O.
A.; BuHaximHuku Ta Brachuku JIyk'swuyk B. JI., Ceitbymrina I. M., Kosup B. A.,
Mapuunko O. E., Jlitsinenko JI. ®., YeGanenko O. A. — Ne 110014, u 2016 02031;
3asiei1. 02.03.2016; omy61. 26.09.2016, Bro. Nel8.

4._Jle Ta koau BupoBa/zkeHo: Kadelpa IHTCHCHBHOI Teparii, HeBiIKIAZHWX CTaHiB Ta
anecresionorii J[3 «JIyraHchkuil AepxaBHHT MeqnunHMit yHiBepeHTETY, MO Temi: «Kiminiuna

(apmakornoris  MeIMKaMEeHTO3HHX 3aco0iB, sIKi 3aCTOCOBYIOTBCS B aHecTesionorii Ta
iHTEHCHBHIil Teparii.

S. PesyabTaTu BnpoBakeHHs:: Bukopucrans mnpornosuuiit Jlitsinenka JI.®. 3mauHO
PO3WIMPIOE  T&  NOTIMOMIOE  ySBIGHHS IIOA0 MEXaHi3MiB  aHTHTiMOKCHYHOI  Jif
KOOPAWHAUIMHAX CMOJNYK repManiio 3 Giojiramzamu Ta miaxodiB mo (apmakonoriunoi
npodiNakTHkh Ta (apmakoTeparii B iHTEHCHBHill Tepamii TiMOKCHYHOTO CHHIpPOMY.
ExkcniepiMeHTalbHO OGIpyHTOBaHMl miaxin mo dapmakotepanii rocTpoi rimokcHuHoOl
rinokeii ¢ rinepkanHicio, O Mporpecye, Moxke CIYryBaTH TMiAIPYHTSM ONHOTO i3
TNEPCIIEKTHBHIX  HANPAMKIB  1IJIECTIPAMOBAHOTO  CHHTE3y  HOBHX  pi3HOMETATbHHX
KOODIMHAIIfHUX ~ CNONYK TepMaHilo 3 pisHUMM  Gionmirammamu, sKi  BOJOMIIOTH
AHTHTITTOKCHYHOIO aKTHBHICTIO.

HE BHOCHIIUCB,

6. 3ayBazkeHHs Ta NPONO3HL
OGroBopeHo Ta 3aTBEP/LKEHO Ha 3acilaHHi KadeapH, POTOKOT Nﬂi Bim 0 / {\[ POKY.

3aBinyBau kadenpu

IHTEHCHBHOT Tepartii, HeBIAKJIAIHUX CTaHIB

Ta anecresiornorii JI3 «JIIMVY»,

2. M. H., ipodecop 1. B. JIOCKYTOBA
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