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ВСТУП

                                            
Актуальність теми. В сучасних технологіях виробництва харчових продуктів для покращення їх зовнішнього вигляду, смаку, аромату, консистенції, подовження терміну зберігання, використовують широкий асортимент харчових добавок [1]. Тільки в країнах ЄС кількість харчових добавок досягає 1200, зокрема 400 ароматизаторів та смакових речовин [2]. В Україні, згідно з Постановою Кабінету Міністрів від 17 лютого 2002 р. № 342, дозволено до використання  221 харчову добавку.
Більшість харчових добавок є синтетичними хімічними сполуками, яким притаманна висока біологічна активність. Систематичне вживання їх із харчовими продуктами може нанести значну шкоду здоров′ю людини, зокрема викликати ожиріння, алергічні захворювання, порушення зору, враження печінки, нирок, шлунково-кишкового тракту, чинити мутагенну, канцерогенну, ембріо- та гонадотоксичну дію [3, 4, 5, 6]. Велике занепокоєння викликає вплив харчових добавок на фізіологічний і психічний розвиток дітей, зокрема глутамат нартію (Е-621) у новонароджених дітей викликає синдром гіперактивності, тартразин (Е‑102) змінює поведінку дітей  [6, 7]. 
У зв′язку з цим, Об’єднаний комітет експертів по харчовим добавкам, утворений при Продовольчій і сільськогосподарській організації ООН і Всесвітній організації охорони здоров’я (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), велику увагу приділяє дослідженню безпечності харчових добавок. Основні принципи щодо оцінки безпечності  харчових добавок, їх гігієнічного регламентування широко відображені в науковій літературі [5, 6, 8, 9], однак наразі ще не достатньо розроблені підходи щодо оцінки їх комбінованої дії на організм.
 Поява нових харчових добавок, зокрема барвників, обумовлена, принаймні, двома чинниками: іноваційністю ринкової пропозиції і новизною сприйняття споживачем [10]. На сьогодні цим вимогам відповідають речовини, що мають здатність до флуоресценції. Однією з перспективних сполук такого роду є похідна кумарину 7‑гідроксикумарин (7‑ГОК), якому властиве інтенсивне блакитне світіння у водних та спиртових розчинах в ультрафіолетових променях. 7‑ГОК запропоновано в якості харчового барвника для дизайну слабоалкогольних напоїв, що будуть використовуватись у спеціалізованих установах харчування, обладнаних устаткуванням яке випромінює ультрафіолетові промені. 
Про можливість безпечного використання 7‑ГОК в харчовій промисловості свідчать поширеність його в рослинах родини зонтичних (Umbelliferae) – моркві, петрушці, селері, коріандрі та ін. [11], відсутність повідомлень про токсичні ефекти, дані про його біологічну активність, що отримані при вивченні рослинної лікарської сировини, та токсичних властивостей кумарину, оскільки 7‑ГОК є його основним, малотоксичним метаболітом в організмі людини. 
Біологічна активність 7‑ГОК, характеризується  широким спектром дії нормалізуючого характеру. В дослідах на тваринах показано, що 7‑ГОК сприяє більш легкому перебігу астматичного процесу, чинить протизапальну дію, має антиоксидантні властивості [12, 13, 14, 15]. За умов експериментальної діабетичної патології у щурів 7‑ГОК викликає гіпоглікемічний ефект [16]. Однак, результати проведеного аналізу наукової літератури свідчать про відсутність даних щодо  токсичних властивостей 7‑ГОК як за умов гострої, так і хронічної дії. 
Перспективи використання 7‑ГОК як флуоресцентного барвника для слабоалкогольних напоїв потребують всебічного токсикологічного дослідження та оцінки безпечності його застосування для здоров′я людини. Враховуючи те, що етиловий спирт поєднує в собі властивості харчового продукту, лікарського засобу, природного метаболіта та ксенобіотика, він може суттєво змінювати токсичності ефекти інших речовин за умов сумісного застосування. Тому, використання 7-ГОК в слабоалкогольних напоях зумовлює також необхідність  дослідження його комбінованої дії з етиловим спиртом.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана за основним планом науково-дослідних робіт ДП "Науковий центр превентивної токсикології, харчової та хімічної безпеки імені академіка Л.І.Медведя Міністерства охорони здоров'я України" по проблемі ″Екогігєна і токсикологія″: ″Наукове обгрунтування безпечності для здоров'я людини пестицидів та агрохімікатів, нових технологій, речовин, матеріалів, виробів, об'єктів довкілля, харчових продуктів та продовольчої сировини; розробка відповідних медичних критеріїв і показників (санітарних та епідеміологічних); санітарно-хімічна, токсиколого-гігієнічна оцінка, регламентація, нормування″ державний реєстраційний № 0112U001133.
Мета дослідженя. Визначення характеру і особливостей токсичної дії 7 ГОК і його комбінації з ЕС за умов одноразового і тривалого впливу на організм лабораторних тварин.
Задачі дослідження. 1. Визначити параметри гострої токсичності 7‑ГОК при пероральному та дермальному шляхах надходження до організму; подразнюючу дію на шкіру та слизову оболонку очей; сенсибілізуючу та імунотоксичну дію;
2.  Дослідити кумулятивні властивості 7‑ГОК;
3.  Дослідити токсикодинаміку 7-ГОК за умов одноразового та тривалого надходження до організму;
4.  Визначити характер і особливості токсичної дії 7‑ГОК;
5.  Вивчити характер та визначити тип комбінованої дії 7-ГОК та ЕС за умов гострого та підгострого експерименту.
Об'єкт досліджень. Характер токсичного впливу 7-ГОК на організм за умов ізольованої та комбінованої дії з ЕС, залежність "доза-час-ефект".
Предмет досліджень. Гострі, підгострі та субхронічні інтоксикації, кумулятивна дія, токсикодинаміка, стан органів і систем організму лабораторних тварин за впливу 7-ГОК, комбінована дія 7-ГОК та ЕС, тип комбінованої дії.
 Методи дослідження. Тосикологічні, фізіологічні, гематологічні, імунологічні, біохімічні, біофізичні, морфологічні та статистичні.
Наукова новизна отриманих результатів. Проведено дослідження стану організму лабораторних тварин  за умов ізольованої та комбінованої дії 7-ГОК та ЕС на органному, клітинному, субклітинному та молекулярному рівнях. Отримано нові дані щодо токсикодинаміки 7‑ГОК та з′ясовано характер його токсичної дії за умов гострого, підгострого, субхронічного впливу на організм, визначено характер і тип комбінованої дії 7-ГОК та ЕС, що поглиблює уявлення про токсичні ефекти як 7-ГОК, так і 7-заміщених похідних кумарину.
Встановлено, що 7‑ГОК за параметрами гострої пероральної та дермальної токсичності належить до малонебезпечних речовин, не проявляє вираженої видової і статевої варіабельності. 7‑ГОК не подразнює шкіру, слабко подразнює слизові оболонки ока, не має сенсибілізуючих та імунотоксичних властивостей, проявляє слабку кумулятивну дію функціонального характеру. 
Показано, що 7‑ГОК чинить політропну дію на організм щурів. Основними органами-мішенями є печінка, нирки та тонкий кишечник, вплив на які має чітку залежність "доза-час-ефект". 
Встановлено, що лімітуючими критеріями токсичної дії 7‑ГОК за умов тривалого надходження в організм щурів є показники ліпідного та вуглеводного обміну, а також ураження кишкового тракту, при цьому, за показниками гепатотоксичності, самки більш чутливі до тривалого впливу досліджуваної речовини.
Показано, що за умов гострого та підгострого комбінованого впливу 7‑ГОК і ЕС за більшістю досліджених показників спостерігається незалежний тип комбінованої дії. В окремі строки досліджень за гострої комбінованої дії 7-ГОК та ЕС за показниками, що характеризують функціональний стан нирок і печінки, встановлено антагонізм (за глюкозурією, зниженням вмісту сечовини в сечі, підвищенням вмісту холестерину в сироватці крові) та потенціювання (за зниженням кліренсу сечовини, підвищенням вмісту сечовини та активності лужної фосфатази (ЛФ) у сироватці крові). При підгострій комбінованій дії 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг на 28 добу встановлено антагонізм за зниженням рівня глюкози в сироватці крові.
За результатами експериментальних досліджень науково обгрунтована орієнтовна допустима добова доза (ДДД) 7-ГОК для людини на рівні 0,2 мг/кг.
Практична значимість отриманих результатів. Матеріали роботи будуть використані при наданні висновку щодо можливості використання 7-ГОК в якості харчового барвника для слабоалкогольних напоїв.
Результати дисертаційної роботи впроваджені в навчальний процес медичного факультету № 4 Національного медичного університету імені  О. О. Богомольця, кафедри гігієни та екології Буковинського державного медичного університету, Навчально-наукового центру "Інститут біології" Київського національного університету ім. Т. Г. Шевченка, кафедри гігієни і екології людини Національної медичної академії післядипломної освіти ім. П. Л. Шупика.
Особистий внесок здобувача. Здобувачем особисто проаналізовано вітчизняну та зарубіжну літературу з проблеми, самостійно сформульовано методологію проведення досліджень. У дисертації викладені результати експериментальних (токсикологічних, фізіологічних, гематологічних, біохімічних, біофізичних) та теоретичних досліджень, які автор провів особисто. Самостійно виконано статистичну обробку одержаних даних, проаналізовано та узагальнено результати роботи, сформульовані висновки. Патоморфологічні дослідження внутрішніх органів тварин проведені здобувачем спільно з к. б. н. Н.О. Карпезо та науковим співробітником О.В.Решавською. Дослідження біохімічних показників за умов субхронічного експерименту проведені за консультативною допомогою к. б. н. О.М. Філінської, к. б. н. І.В. Харчук, к. б. н.  С.В. Яблонської. 

Апробація результатів дисертації. Результати досліджень оприлюднено на науково-практичній конференції "Проблеми діагностики, профілактики та лікування екзогенних та ендогенних інтоксикацій" (Україна, м. Чернівці, 2009); міжнародній науково-практичній конференції "Сучасні проблеми профілактичної медицини", присвяченій 80-річчю з дня народження академіка Є. Г. Гончарука (Україна, м. Київ, 2010); конференції "Безпека середовища життєдіяльності людини: екологічні, медичні та економічні аспекти" (Україна, м. Ялта, 2011); ІІІ з’їзді токсикологів України "Сучасні проблеми токсикології. Безпека їжі та середовища життєдіяльності людини" (Україна, м. Київ, 2011); XV з´їзді гігієністів України (Україна, м. Львів, 2012); VI міжнародному симпозіумі з біоетики ″Етичні проблеми профілактичної медицини: вплив довкілля, харчування та умов праці на здоров'я населення″ (Україна, м. Київ, 2012), VІI науково-практичному семінарі з міжнародною участю "Экономічна безпека держави та науково-технологічні аспекти її забезпечення" (Україна, м. Київ, 2014).
Публікації.  За темою дисертації опубліковано 14 наукових робіт: 8 статей, з яких  4 – у наукових фахових виданнях, включених до затвердженого Міністерством освіти і науки України переліку,  1 – у зарубіжному виданні, 3 – у інших наукових виданнях України,  та 6 робіт у матеріалах та тезах науково-практичних конференцій і з′їздів
Структура та обсяг дисертації. Дисертацію викладено на 226 сторінках, з них основного тексту – 169 сторінок. Робота  складається з вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, 4-х розділів результатів власних експериментальних досліджень, розділу аналізу і узагальнення результатів, висновків, практичних рекомендацій та списку використаних джерел, що включає 223 роботи, з них 188 – в іноземних виданнях. Роботу проілюстровано 44 таблицями та 16 рисунками.

РОЗДІЛ  1
 БІОЛОГІЧНА   АКТИВНІСТЬ   І   ТОКСИЧНІ ВЛАСТИВОСТІ КУМАРИНУ  ТА  7-ГІДРОКСИКУМАРИНУ  
(АНАЛІТИЧНИЙ   ОГЛЯД  ЛІТЕРАТУРИ)


Речовини природного походження, в тому числі похідні кумарину, останнім часом викликають підвищений інтерес фармакологів, токсикологів і гігієністів харчування. Хоча більшість з цих речовин є малотоксичними, остаточне вирішення питання щодо безпеки їх застосування для людини вимагає проведення детального токсикологічного дослідження.



1.1 Структура, метаболізм, біологічна активність  і токсичні властивості кумарину


[image: ]Кумарин (1,2-бензопірон) – речовина рослинного походження, міститься в сировині, що традиційно використовується в харчовій і парфумерній промисловості в якості натуральних ароматичних добавок  (рис.1.1).



Рисунок 1.1 –  Структурна формула кумарину

Природний кумарин міститься в коричному і лавандовому маслах, в ефірному маслі, одержуваному з листя касії (табл. 1.1), у незначних кількостях – в ягодах (чорниці, морошці), зеленому чаї, цикорії, сої, грибах (Tricholoma matsutake), кориці та іншій рослинній сировині [17, 18]. 
Таблиця 1.1 –  Вміст кумарину в деяких джерелах рослинного походження [18]
	Джерело
	Концентрація, ppm a

	Масло листя касії
	17 000-87 300

	Масло листя китайської кориці
	40600

	Масло кори китайської кориці
	7000

	Кориця (пряність)
	900

	Олія м'яти перцевої
	20

	Зелений чай
	0,2-1,7

	Чорниця
	0,0005


Примітка. a – частин на мільйон			
Завдяки своїй біологічній активності, кумарин був запропонований в якості лікарського засобу для терапї венозної недостатності [19, 20]. Дані щодо побічних  гепатотоксичних ефектів для людини, що розвивалися внаслідок прийому кумарин-вмісних лікарських препаратів [21, 22], мали суперечливий характер і викликали значний інтерес до вивчення механізму токсичної дії кумарину та його метаболізму.
Повідомлення про гепатотоксичну дію кумарину, виявлену в експерименті на щурах і собаках, призвело до того, що в США він був заборонений для прямого використання в якості харчової добавки, починаючи з 1954 р. [18], що викликало дискусію про природу його токсичності і значний інтерес дослідників до вивчення механізмів його дії. 
Наразі кумарин внесений до переліку діючих речовин, затверджений Європейським Союзом [23], згідно якого гранично допустимий рівень його вмісту в харчових продуктах і безалкогольних напоях становить 2 мг/кг, в алкогольних напоях і деяких видах специфічних карамелей дозволені концентрації до 10 мг/кг, а для жувальної гумки – до 50 мг/кг. У 1994 році, на підставі поглибленого аналізу результатів проведених токсикологічних досліджень, експертами Європейської ради були зроблені рекомендації про зниження допустимих рівнів вмісту кумарину природного походження в продуктах харчування до 0,5 мг/кг, внаслідок даних про його можливу канцерогенну дію, що були отримані в експерименті на щурах [18]. Теоретично розраховане добове надходження кумарину з харчовими продуктами коливається від 1,235 мг до 4,085 мг на добу, що приблизно складає від 0,02 мг/кг до 0,07 мг/кг [18]. Крім того, як натуральний, так і синтетичний кумарин широко використовується в якості ароматизатора в косметичній продукції (дезодорантах, кремах, лосьйонах, милах, туалетних водах та ін.), що, з урахуванням рівня дермальної абсорбції (близько 60 %), може забезпечувати додаткове добове надходження в організм людини до 2,01 мг на добу (0,03 мг/кг) [18].
Проведені експериментальні дослідження з використанням різних видів лабораторних тварин дозволили встановити, що основним органом-мішенню токсичної дії кумарину при тривалому надходженні в організм є печінка [24, 25]. Протягом останніх двох десятиліть був проведений ряд досліджень токсичних властивостей  кумарину in vitro та in vivo, та його токсикокінетики в організмі  ссавців різних видів [26, 27, 28, 29]. У результаті було встановлено, що токсична дія кумарину має значні видові відмінності, значною мірою зумовлені особливостями його метаболізму в організмі [30, 31].
Як видно з наведеної схеми (рис. 2.1), перший етап трансформації кумарину реалізується за двома напрямками. В результаті 7‑гідроксилювання кумарину утворюється 7‑ГОК, що виводиться з організму ссавців із сечею. У процесі 3-гідроксилювання утворюється 3‑гідроксикумарин, проміжним метаболітом у даному процесі є токсичний 3,4‑епоксид, що в подальшому трансформується з утворенням о‑гідроксифенілальдегіда, який окислюється до о‑гідроксіетанола і о‑гідроксифенілоцтової кислоти. 
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Рисунок 1.2 – Основні шляхи біодеградації кумарину в організмі ссавців [22].

Домінування одного з двох напрямків метаболізму кумарину в організмі зумовлює міжвидові відмінності в прояві гепатотоксичних властивостей даної сполуки [31, 32]. Для організму приматів, як було показано в дослідах на бабуїнах, 7-гідроксилювання з утворенням 7‑ГОК, є превалюючим і найбільш ефективним шляхом детоксикації та елімінації кумарину [32, 33].
Аналогічний метаболічний патерн був продемонстрований для сірійських хом'яків [34] і лінії мишей DBA/2J [35]. В експерименті на даних видах тварин кумарин проявляв значно менший гепатотоксичний ефект, у порівнянні з іншими видами. Відмінності спостерігаються також і в межах одного виду. Так, миші лінії DBA/2J, також як і хом'яки, є одними з небагатьох представників лабораторних гризунів, в організмі яких метаболізм кумарину протікає переважно шляхом 7‑гідроксилювання [36], в той час, як для мишей лінії CH3/HeJ основним є процес 3‑гідроксилювання [37]. Дослідження метаболізму кумарину з використанням тонких зрізів печінки підтвердило, що у людини, приматів, телят, а також окремих видів гризунів, він протікає схоже, з переважанням процесу 7‑гідроксилювання, тоді як у найбільш широко використовуваного для токсикологічних досліджень виду лабораторних тварин – щурів переважає процес 3‑гідроксилювання. В організмі людини утворення 3,4‑епоксиду кумарину є незначним [38].
У ході дослідження механізму токсичної дії кумарину було показано, що його 7‑гідроксилювання в мікросомах печінки людини забезпечується високоспецифічним цитохромом Р 2А6, активність якого може бути індукована антиепілептичними фармакологічними препаратами, або пригнічена при важких алкоголь-індукованих цирозах печінки [39]. Цитохром Р 2А6 представляє близько 15 % Р 450-білків у мікросомах печінки людини, залишаючись при цьому одним з найменш вивчених ензимів даної групи. На підставі отриманих даних було зроблено припущення про те, що випадки розвитку і ступінь прояву токсичних ефектів кумарину у людини можуть бути наслідком індивідуальних особливостей обмінних процесів. В досліді на добровольцях було підтверджено значну індивідуальну варіабельність співвідношення інтенсивності двох метаболічних шляхів [40], в результаті чого утворення токсичного 3,4‑епоксиду кумарину в організмі зростає. В експериментальних роботах встановлено, що кумарин при одноразовому введенні у великих дозах щурам викликає центролобулярний некроз гепатоцитів [24, 35]. Це свідчить про те, що метаболізм кумарину, в даному випадку, проходить з утворенням більш токсичних метаболітів. Дослідження in vitro показали, що хімічно активні [3- l4 C]-кумаринові метаболіти, що утворюються за участю цитохром P 450‑залежних ензимів, здатні ковалентно зв'язуватися з мікросомальними протеїнами [41]. Було зроблено припущення, що токсичним метаболітом в даному випадку може виступати 3,4‑епоксид. В процесі 3‑гідроксилювання кумарину утворюється 3‑гідроксікумарин, що деградує з відкриттям пірольного кільця. В мікросомах печінки щура кумарин відіграє роль субстрату для ізоензимів підгруп цитохромів P 450 1A і 2B [42]. У мікросомальній системі печінки людини за процес 7‑гідроксилювання кумарину відповідальні ферменти підгрупи P 450 2A [43], які й забезпечують основний напрямок метаболізму з утворенням 7‑ГОК. Особливості метаболізму кумарину лежать також в основі міжвидових відмінностей його токсикокінетики. Так, при інтраперітонеальному введенні кумарину щурам у дозі 50 мг/кг, 50 % від введеної дози речовини виводилося з жовчю у вигляді неідентифікованих сполук з розімкнутим пірольним кільцем. При внутрішньоочеревинному введенні 7‑ГОК у такій дозі з жовчю виводилося лише 0,2 % речовини в незміненому вигляді або у вигляді глюкуронових кон'югатів. Це свідчить про практично відсутню ентерогепатичну циркуляцію 7‑ГОК  [44]. Було зроблено припущення, що характерне для гепатотоксичної дії кумарину пошкодження жовчовивідних проток, виявлене в експериментах на щурах, зумовлено біліарною екскрецією токсичного метаболіту 3,4‑епоксиду. Разом з тим, такий прояв гепатотоксичності не спостерігається у видів лабораторних тварин, для яких показано переважання 7‑гідроксилювання кумарину з утворенням 7‑ГОК, якому не властиве виведення з жовчю. 
З організму людини (при пероральному введенні у дозі 200 мг/кг) кумарин виводиться досить швидко, при цьому 79 % виводиться у вигляді 7‑ГОК [45]. При введенні в еквівалентній дозі щурам елімінація становить лише 35 %, з яких 7‑ГОК становить менше ніж 0,1 % [46]. Дані відмінності обумовлені швидкою абсорбцією кумарину в кишечнику людини та відсутністю ентерогепатичної циркуляції його метаболіту – 7‑ГОК.
Токсичні властивості кумарину широко досліджені. При пероральному введенні щурам ЛД50 речовнини становить 292 - 680 мг/кг [47]. За умов хронічного надходження впродовж 2-х років, у дослідженні на собаках, встановлено недіючу дозу – 10 мг/кг [48], лімітуючий ефект для встановлення недіючої дози – гепатотоксична дія речовини. Як було встановлено в субхронічному  експерименті  на щурах (13 тижнів) при внутрішньошлунковому  введенні кумарину в дозах  19, 38, 75, 150, 300 мг/кг, при дії максимальної дози підвищувалася  активність ферментів- маркерів гепатотоксичної дії: АлАТ, АсАТ, орнітин-карбамоілтрансферази, сорбітолдегідрогенази. При дії кумарину в дозі 150 мг/кг і вище [49] було виявлено дегенерацію та некроз гепатоцитів центролобулярної зони, ознаки хронічного запалення, гіперплазію жовчних протоків. Хронічне надходження (2 роки) кумарину до організму щурів у дозах 25, 50, 100 мг/кг показало, що гістоморфологічні зміни виявлялися переважно в печінці (фіброз, некроз, цитотоксична дія),  нирках (нефропатія) та передшлунку (ульцерогенна дія) [49]. Дослідження впливу кумарину на МОГС печінки щурів дозволило встановити, що він знижує активності цитохрому Р 450 та  деметилювания амідопірину в дозах 135 мг/кг та вище  у тварин за умов  вутрішньошлункового надходження   в дозах 15, 45, 135, 405 мг/кг упродовж 7 днів [50]. При введенні щурам самкам  кумарину в летальних дозах 250 та 1000 мг/кг (30 та 47 %  летальності, відповідно) було виявлено, що він чинить гіпоглікемію тривалістю близько 24 годин [51].
Канцерогенна активність кумарину при пероральному надходженні досліджена в двох експериментах на мишах та в одному дослідженні  на щурах [52]. У мишей однієї  з двох досліджених  ліній кумарин викликав збільшення кількості випадків аденом та карцином легень (самці та самки), а також гепатоцелюлярної карциноми у самок. У дослідженні на щурах було встановлено, що кумарин викликав випадки тубулярної аденоми нирок. За канцерогенною дією кумарин класифікований як речовина, що належить до 3 класу небезпечності за класифікацією  International Agency for Research on Сancer [52]. 
Як відомо, питання про наявність у досліджуваної речовини віддалених ефектів є одним з важливих у ході оцінки безпечності її використання. Проведені дослідження з використанням ряду моделей  in vivo, дозволяють стверджувати, що кумарин не має генотоксичних властивостей [53, 48], в дослідах на мишах, щурах, кроликах, міні-свинях  було  показано відсутність  тератогенної дії кумарину [52].


1.2 Фізико-хімічні властивості і бiологiчна активність 7‑гідроксикумарину


7‑ГОК виявляється в природі у великій кількості рослин, переважно родини зонтичних – Umbelliferae (звідки й отримав свою назву – умбеліферон), а також рутових і складноцвітих [11]. У рослинному організмі умбеліферон є ключовим продуктом біосинтезу різних типів природних кумаринів (фурокумаринів, дігідропіранокумаринів та ін.). Очищений умбеліферон (7-ГОК) являє собою жовтуваті кристали, не леткий, слабко розчинний у воді (0,031 %) і добре розчиняється в етанолі [53]. Характерною особливістю молекули 7‑ГОК є здатність до флуоресценції у розчинах при дії світла ультрафіолетового діапазону з максимальною емісією при довжині хвилі 371 нм [54], що зумовлює яскраво-блакитне світіння розчину. Завдяки своїй флуоресцентній активності 7‑ГОК використовується як компонент деяких рідинних світлофільтрів, флуоресцентний індикатор, кислотно-основний індикатор при рН 6,5 - 8,0. 7‑ГОК також входить до складу косметичних продуктів в якості ультрафіолетового фільтра. Наразі розглядається можливість застосування цієї сполуки в якості харчового барвника для напоїв, що надає їм своєрідний декоративний ефект.
Молекулярна структура (рис. 3.1) свідчить про те, що, певною мірою, 7‑ГОК володіє хімічними властивостями фенолу та кумаринів. 
[image: ]


Рисунок 1.3 –  Структурна формула 7‑ГОК.

Похідні кумарину, що утворені приєднанням гідроксильних або метоксильних груп до кумаринового остову мають назву простих кумаринів.
Наявність у похідної кумарину гідроксильної групи у 4 положенні характеризує 4-гідроксикумарин, якому властивий виражений антикоагулянтний ефект. Його антикоагулянтні властивості вперше було виявлено в ході з′ясування причин масового отруєння худоби зопрілим силосом [55], оскільки дана сполука утворюється внаслідок ферментації кумарину простішими грибами. На основі 4‑гідроксикумарину (рис. 4.1) синтезовано ряд речовин з антикоагулянтними властивостями різного ступеню вираженості – бродіфакум, дикумарол, варфарин, що знаходять своє застосування в якості лікарських засобів для профілактики тромбозів та емболії при низці захворювань [56], та пестицидів –  засобів дератизації.R




Рисунок 1.4 – Загальна хімічна структура гідроксикумаринів з антикоагулянтними властивостями.
Механізм інтоксикації кумариновими антикоагулянтами полягає у порушенні клітинної рециркуляції фактору зсідання крові – вітаміну К, наслідком чого є вторинна коагулопатія. Цей клас речовин відрізняє висока біологічна активність та токсичність (табл. 1.2) [57, 58].
Таблиця 1.2  –  Гідроксикумарини з антикоагулянтними властивостями
	Генерична назва препарату
	Хімічна формула
	ЛД50 для щурів, мг/кг

	Перша генерація
	кумахлор
	[image: &kcy;&ucy;&mcy;&acy;&khcy;&lcy;&ocy;&rcy; ]
	900

	
	кумафуріл
	[image: &kcy;&ucy;&mcy;&acy;&fcy;&ucy;&rcy;&icy;&lcy; ]
	0,4

	
	варфарін
	[image: &vcy;&acy;&rcy;&fcy;&acy;&rcy;&icy;&ncy; ]
	58 (11 - 323)

	Друга генерація
	бродіфакум
	[image: &bcy;&rcy;&ocy;&dcy;&icy;&fcy;&acy;&tscy;&ucy;&mcy; ]
	0,26

	
	діфенакум
	[image: Difenakum]
	1,8



Введення гідроксигрупи до молекули кумарину в положенні С7 зменшує токсичність похідної кумарину (табл. 1.3.) [56, 59]. Серед наведених в табл. 1.3 даних, всі речовини в 5 - 10 разів менш токсичні, ніж кумарин і більше ніж в 5000 разів менш токсичні, ніж високотоксична похідна 4‑гідроксикумарину – діфенакум.
Таблиця 1.3  –   Малотоксичні похідні 7-гідроксикумарину
	Стуктурна формула
	Назва
	ЛД50, мг/кг
	Шлях надходження
	Вид тварин

	[image: Опис : pr-kumariny]
	скополетин
	3800
	внутрішньо-шлунково
	щури

	[image: Опис : pr-kumariny]
	фраксетин
	2300
	внутрішньо-шлунково
	щури

	[image: Опис : pr-kumariny]
	ескулетин
	1450
	внутрішньо-очеревинно
	щури



Даних щодо токсичних властивостей 7‑ГОК в доступних літературних джерелах не виявлено.
Оскільки токсичні властивості речовин рослинного походження, як правило, тісно пов′язані з їхньою біологічною активністю, аналіз даних щодо останньої  дозволяє отримати попередні дані про можливі токсичні ефекти досліджуваної речовини.
Про  біологічну активність 7-ГОК у багатьох випадках згадується в контексті досліджень кумарину, зокрема його токсичності та фармакологічної активності. Існує думка, що 7-ГОК, як основний метаболіт кумарину,  зумовлює активність останнього в організмі [60].
Так, у порівняльному дослідженні in vitro було показано, що 7‑ГОК, так само як і кумарин, проявляє цитостатичну дію в культурах пухлинних клітин: A549, ACHN, Caki-2, Dakiki, HS-Sultan, H727, HCT‑15, HL‑60, K562, LNCaP, PC‑3, Du 145, COLO‑232, MCF‑7 та RP‑1788. Інгібуючий ефект був залежний від дози і часу впливу. У досліджених культурах клітин 7‑ГОК уповільнював інкорпорацію [3H] тимідину, [3H] уридину і [3H] лейцину, внутрішньоклітинне утворення простатаспецифічного антигену клітинами LNCaP, стимулював апоптоз в культурі HL-60 (даний   ефект,   однак,   не   був   показаний   на   інших випробуваних культурах). В досліді in  vivo, при внутрішньошлунковому введенні мишам, 7-ГОК, як і кумарин, пригнічував ріст перевитих пухлин (Sarcoma 180) і збільшував тривалість життя тварин. Прямий цитостатичний ефект як кумарину, так і 7‑ГОК, посилюється їхнім нормалізуючим впливом на імунну систему тварин за умов пухлинного процесу [61].
Молекулярна структура 7-ГОК свідчить про наявність антиоксидантного потенціалу [62, 63]. В експерименті з використанням 7‑ГОК в умовах впливу бенз-α-пірену і пероксиду водню було продемонстровано антиканцерогенну та aнтимутагенну дію 7-ГОК, обумовлену його здатністю інактивувати вільні радикали [64]. Пізніше в дослідженнях, проведених in vitro на ізольованих лімфоцитах людини [65], було показано, що 7-ГОК в діапазоні концентрацій 10‑400 мкM запобігав ушкоджуючій дії пероксиду водню на лімфоцитарну ДНК. У концентраціях, що перевищують 50 мкM даний ефект 7-ГОК був порівнянний з дією стандартного антиоксиданту – аскорбінової кислоти. Однак, ступінь прояву антиоксидантної дії 7‑ГОК, що досліджувалася при використанні різних біологічних моделей є різною, що, ймовірно, зумовлено структурними особливостями молекули. Так, при дослідженні захисного ефекту ряду кумаринів в культурі клітин венозного ендотелію людини проти цитотоксичної дії, індукованої гідропероксидами ліноленової кислоти, 7‑ГОК не проявляв цитопротекторної дії як в разі попереднього введення, так і в умовах конкурентного впливу. Це підтверджують порівняльні дослідження взаємодії 7-ГОК і 4‑гідроксикумарину з модельними біламелярними ліпідними мембранами [66], які показали, що інкорпорація в ліпідну мембранну структуру молекули 7-ГОК ускладнена внаслідок її амфіфільної структури.
На моделі бронхіальної астми у мишей лінії BALB/c, імунізованих яєчним альбуміном [67] досліджений протизапальний ефект 7-ГОК. У дозах 60 мг/кг та 90 мг/кг 7‑ГОК викликав значне зниження клітинних елементів і кількості еозинофілів у бронхіальних змивах мишей з астматичною патологією. У тварин зменшувалося утворення слизу і запальних явищ у легенях, що було підтверджено результатами гістопатологічного дослідження, знижувався вміст інтерлейкінів IL‑4, IL‑5 та IL‑13 у бронхіальному секреті. Дані зміни були аналогічні тим, що спостерігалися в разі використання референтного протизапального препарату – дексаметазону.
В умовах моделі вірусної інфекції дихальної системи мишей також  було показано протизапальний ефект 7‑ГОК у дозі 30 мг/кг  [68].
Спроби розкрити механізм протизапальної дії 7-ГОК зроблені при вивченні його впливу на секреторну фосфоліпазу A2 з отрути гримучої змії в досвіді in vitro [69]. Було показано, що 7-ГОК призводить до незворотного інгібування ензиматичної активності, а більш детальне дослідження біофізичної взаємодії 7‑ГОК і ферменту показало, що 7‑ГОК викликає значні конформаційні зміни молекули секреторної фосфоліпази A2. Отримані дані підтверджені авторами в досліді in vivo на моделі запалення лапи миші, індукованого цим ферментом. При цьому спостерігалося зменшення набряку шкіри і м'язу, а також зниження дегрануляції тучних клітин. Протизапальна активність 7‑ГОК у дозі 5,3 мг/кг була порівнянна з такою дексаметазону, проте ефективна доза референтного  препарату [70], порівняно з 7‑ГОК, є багатократно менша  –  0,13 мг/кг. В іншому дослідженні, на моделі карагіненового запалення, при внутрішньошлунковому введенні щурам 7‑ГОК (0,01 ‑ 20,0 мг/кг) і кумарину (2,5 - 60,0 мг/кг) терапевтичний ефект 7‑ГОК, на відміну від кумарину, не виявлявся [71]. В подальшому, на моделі локального карагіненового запалення було показано антиноцицептивний ефект 7‑ГОК [72].
Ряд досліджень присвячено впливу 7-ГОК на окремі ферментативні системи. Так, порівняльне дослідження впливу 7-ГОК та ряду інших сполук кумаринового ряду на активність ліпази in vitro [73] показало, що 7‑ГОК, на відміну від кумарину, індукував активність ліпази.
Публікації індійських дослідників останніх років, присвячені комплексному дослідженню застосування 7-ГОК для корекції широкого спектру проявів діабетичної патології в експерименті на щурах, свідчать, що 7‑ГОК при тривалому (45 днів) внутрішньоочеревинному введенні у дозі 30 мг/кг не призводив до змін показників контрольних щурів. Як було показано за умов моделі стрептозотоцинового діабету у щурів, 7‑ГОК чинив захисну дію на комплекс жирних кислот клітинних мембран печінки і нирок, обумовлену його антиоксидантною та антигіперліпідемічною активністю [74], нормалізував у сироватці крові тварин активність ферментів-маркерів ушкодження гепатоцитів, що може свідчити як про його захисний вплив на гепатоцити, так і про нормалізуючий вплив на секрецію інсуліну [75]. 7‑ГОК запобігав зниженню маси печінки, спричиненому діабетичною патологією, нормалізував вміст у ній глікогену, а також концентрацію білка в сироватці крові [76], відновлював активність мембранозв'язаних АТФаз в еритроцитах і нормалізував обмін глюкози [77]. 7‑ГОК чинив антигіперліпідемічну дію [78], попереджав глікозилювання білків, утворення вільних радикалів при окисленні глюкози, перешкоджав процесам ліпопероксидації шляхом інактивації вільних радикалів та індукції  як ферментативних, так і неферментативних антиоксидантних систем [79]. Було показано, що при впливі 7-ГОК відбувається нормалізація біохімічних показників хрящової тканини, а також показників згортання крові у тварин зі стрептозотоцин-індукованим діабетом. Ефективність 7-ГОК при діабетичній патології була порівнянна з референтним лікарським засобом – глібенкламідом, що застосовувався у дослідженні в дозі 0,6 мг/кг, проте, і в даному випадку, ефективна доза 7‑ГОК – 30 мг/кг, у 50 разів вища, ніж глібенкламіду  [80].


1.3 Токсичні властивості етилового спирту і його взаємодія з ксенобіотиками в організмі ссавців


Етиловий спирт широко розповсюджений у живій природі, поєднує в собі властивості природного метаболіту в організмі ссавців, токсичного ксенобіотика, лікарського засобу, харчового продукту.
Вплив етанолу не оминає жодної з функціональних систем цілістного організму [81, 82]. Дія екзогенного етанолу на організм достатньо широко вивчена, вона характеризується комплексним багатофакторним проявом токсичних та адаптаційних ефектів, що можуть значною мірою розрізнятися залежно від тривалості впливу, дози, умов надходження,  концентрації розчину, індивідуальної та видової чутливості [83]. 
Всмоктування його починається в порожнині рота та стравоході, близько 20 % абсорбується в шлункуі 80 % – у дванадцятипалій кишці. Швидкість абсорбції залежить від концентрації розчину: вона є більшою для слабких (близько 10 %) розчинів, більш міцні (близько 40 %) всмоктуються повільніше через вплив етилового спирту на слизову оболонку, місцеве звуження судин і порушення евакуації [84].
Окислення етанолу здійснюється переважно в печінці, де метаболізується до 95 % введеного в організм алкоголю, що призводить до змін у ферментних системах цього органу [85]. Одним з ключових ферментів, що беруть участь у метаболізмі алкоголю в організмі ссавців є алкогольдегідрогеназа, що каталізує окислення спиртів і відновлення альдегідів у присутності коферментів НАД і НАДН [86, 87]. 
Етиловий спирт викликає стресові, неспецифічні реакції організму внаслідок впливу на мембранні структури клітини [88]. Його дія на функціональний стан кори головного мозку призводить до генералізованої напруги компенсаторних механізмів, тому інтоксикацію  етанолом можна вважати найбільш універсальною моделлю для вивчення роботи печінки за умов функціонального навантаження [89]. 
Хронічне надходження етилового спирту до організму викликає окислювальний стрес у тканині печінки внаслідок збільшення утворення активних форм кисню і / або зниження потужності антиоксидантної системи. Це призводить до інтенсифікації перекисного окислення ліпідів (ПОЛ), продукти якого можуть порушувати цілісність мембрани клітин і органел, та виходу реактивних альдегідів з потужними  ушкоджуючими   властивостями [90]. Мішенню вільних радикалів також є мембрани мітохондрій, що призводить до пригнічення окислювального фосфорилювання, роз'єднання процесів окислення і фосфорилювання, деенергізаціі мітохондріального матриксу [91]. З іншого боку, існують літературні дані про здатність етанолу чинити антиоксидантну дію за рахунок нейтралізації ОН-радикалів і практика використання алкоголю для профілактики реперфузійних уражень серця та пошкоджуючої дії іонізуючої радіації [92]. 
Вплив етанолу на фармакодинаміку і фармакокінетику ксенобіотиків може бути зумовленим наступними чинниками [93, 94]:
-  зміна структури і функції клітинних і субклітинних мембран;
-  зміна проникності гістогематичних бар'єрів (як наслідок порушення плинності ліпідних мембран);
-  зміна структури та функції різних рецепторів (опіоїдних, дофамінових, адренергічних, ГАМК-ергічних);
-  зміна структури та функції ферментів (Na+,K+-АТФази, Ca2+‑АТФази, 5′‑нуклеотидази, ацетилхолінестерази, аденілатциклази, ферментів мітохондріальнго електронтранспортного ланцюга);
-  зміна структури потенціалзалежних іонних каналів (подібних кальцієвим);
-  ″перемикання″ мікросомальної етанолокислювальної системи на окислення етанолу (в результаті – зниження рівня окислення інших ендогенних і екзогенних лігандів);
-  індукція ферментів печінки, що призводить до зміни швидкості та рівня біотрансформації інших речовин;
-  підвищення секреції шлункового слизу та зниження всмоктування речовин у шлунку;
 -  підсумований та / або потенційований синергізм з усіма засобами, що чинять пригнічуючу дію на ЦНС.
Джерелом надходження значних доз екзогенного етилового спирту в організм людини можуть бути, як відомо, алкогольні напої. 3 1999 р. спостерігається зростання споживчого ринку слабоалкогольних напоїв [95] з вмістом етилового спирту від 1,2 до 8,5 % (ДСТУ 3279-95. Лікеро-горілчана промисловість. Терміни та визначення понять), що є багатокомпонентними сумішами, які містять ароматичні, смакові, забарвлюючі харчові добавки та ін. [96, 97]. Тому, оцінка комбінованої токсичної дії 7-ГОК з ЕС є одним з етапів визначення питання про безпечність застосування його в харчовій промисловості. 
Оцінка комбінованої дії хімічних речовин на організм є актуальною проблемою сучасної токсикології, зважаючи на ризик підсилення токсичного впливу кожної з речовин за їх комбінованого надходження в організм.
Більше ніж 50 років тому було визначено три основні типи комбінованої дії хімічних речовин [98, 99]: сумація, незалежна дія, взаємодія (потенціювання та антагонізм). Проте, ″незважаючи на сотні  виконаних досліджень, оцінка комбінованої дії залишається найбільш складною з  позиції теорії та практики″ [100].
Досвід проведених досліджень останніх десятиріч та сучасні уявлення про комбіновану дію хімічних речовин на організм узагальнено в монографіях Європейського Союзу [101, 102], дано визначення основних типів комбінованої дії, оскільки, як зауважується, існує певна термінологічна невизначеність в даному розділі токсикологічної науки.
Так, сумація визначається як тип комбінованої дії, що виявляється за надходження в організм речовин з подібним механізмом (або характером) дії та розрізняються тільки за інтенсивністю його прояву. Комбінована дія в такому випадку є сумою проявів впливу ефективних доз кожної з речовин, і як свідчить аналіз літературних даних [103],  не призводить до суттєвого посилення токсичного впливу кожної з речовин. 
Незалежна дія характеризується сумою ефектів речовин, що мають різний механізм (або характер) дії і також є передбачуваною.
Взаємодія хімічних речовин в організмі може призводити до суттєвого підсилення (потенціювання) токсичної дії, або її послаблення (антагонізм). Результат при цьому може варіювати залежно від  рівня доз, в яких застосовуються речовини,  шляху надходження, часу та тривалості експозиції, біологічних мішеней впливу.
Приклади взаємодії включають:
- токсикокінетичну, типовим  випадком якої є суттєве відхилення від сумації ефектів внаслідок впливу однієї речовини на процеси абсорбції та виведення іншої, або конкуренція за шляхи транспорту речовин в організмі;
- метаболічну, що виникає внаслідок модифікації метаболізма компонентами суміші речовин;
- токсикодинамічну,  що відбувається на рівні біологічних ефектів кожної з речовин (наприклад, ліганд-рецепторні відношення).
Як видно, при проведенні токсикологічної оцінки комбінованої дії речовин, особливої уваги заслуговує потенціювання (синергізм) токсичної дії. Основними питаннями при прогнозуванні синергічних ефектів є наступні: 
чи може один з компонентів суміші 
-  суттєво посилювати надходження до організму іншого,
-  суттєво зменшувати виведення іншого компоненту,
- посилювати токсичну дію іншого шляхом утворення  активного метаболіту; 
чи можуть компоненти суміші
-  чинити вплив на різні  ферменти основних систем детоксикації,
- впливати на різні елементи клітинного захисту, або механізми клітинного відновлення?
Очевидно, що  результати взаємодії важко прогнозувати, оскільки багато факторів, включаючи  адаптаційні механізми,  визначають її підсумок, що призводить до ускладнення загальної картини взаємодії речовин.
Одним із шляхів вирішення цієї проблеми є застосування математичних методів та моделей для визначення спрямованості і токсикологічної значимості комбінованого впливу хімічних речовин на організм  [104, 105].
Антомоновим М.Ю. [106] запропоновано метод визначення спрямованості комбінованої дії з урахуванням ймовірнісних аспектів. Автор визначає, як найбільш оптимальне для оцінки комбінованої дії, використання таких математичних (статистичних) характеристик, як показники центральної тенденції (середні значення), показники варіабельності (похибки середніх значень) та ймовірносні оцінки (довірчі інтервали). Оцінка значимості комбінованого впливу виконується або в співставленні з апріорною сумацією ефектів, або в порівнянні з незалежною дією. Запропонований дивізивний метод, дозволяє визначити статистично вірогідність відхилення ефекту комбінації речовин від такого, що зумовлений сумацією ефектів або незалежною дією компонентів суміші. Автор наголошує на необхідності проведення експертизи (верифікації) отриманих результатів, виходячи з розуміння токсикологічних процесів, що вивчаються. 
Оцінка біологічних ефектів, що виконується за рядом показників може бути використана для виявлення специфічності впливу на них комбінації речовин. Ті показники, для яких виявляється статистично достовірне потенціювання, можуть вважатися  найбільш чутливими, і можуть бути визначені, як мішені токсичного впливу речовин. Дослідження змін типів реакцій  в динаміці надає інформацію щодо "оперативності" реагування  та  лабільності організму за впливу досліджуваної комбінації [106].
Таким чином, проведений аналіз літературних даних свідчить, що систематичних експериментальних досліджень токсичного впливу ЕС в комбінації 7‑ГОК, або з кумарином, не проводилося. Наявні лише окремі публікації, в яких розглядається взаємодія цих речовин. Так, в дослідах in vitro з використанням зрізів тканини печінки щурів, що піддавалися тривалому впливу ЕС у дозах 7,0‑11,2 г/кг впродовж 13 днів було встановлено, що за умов даної моделі важкої алкогольної інтоксикації  спостерігалась не тільки суттєва індукція МОГС, а також посилення як глюкуронізації, так і сульфатації у печінці щурів [107]. Проте, тривале надходження ЕС з рідкою дієтою викликало пригнічення процесів сульфатації та глюкуронізації 7‑ГОК в організмі піддослідних тварин [108]. При цьому було встановлено активацію уридин-5-дифосфат глюкуронілтрансферази та зменшення вмісту глюкуронової кислоти в тканинах печінки. Показано, що причиною цього було зменшення доступності кофакторів глюкуронізації при дії етанолу. Такі дані свідчать про складний механізм взаємодії двох речовин на різних рівнях їх перетворення в організмі та доцільність проведення оцінки комбінованої дії 7‑ГОК та етанолу за кінцевими фізіологічними показниками гомеостазу організму. 
Узагальнюючи дані  літератури, можна зробити висновок, що 7‑ГОК є основним, малотоксичним метаболітом кумарину в організмі людини. Речовина  швидко абсорбується в шлунково-кишковому тракті, їй не властива ентерогепатична  циркуляція, в організмі людини та щурів трансформується майже виключно шляхом глюкуронової кон'югації, виводится з організму людини з сечею в незмінному вигляді та у вигляді кон′югатів.
Широкий спектр біохімічних і фармакологічних ефектів має нормалізуючий характер, почасти зумовлений антиоксидантною активністю молекули, почасти – впливом на більш тонкі обмінні процеси на клітинному і молекулярному рівнях. 7-ГОК проявляє антиканцерогенну, антимутагенну дію, протизапальні, антиоксидантні, мембраностабілізуючі властивості. Експериментальні дослідження in vivo свідчать, що хоча  7‑ГОК проявляє терапевтичний ефект при ряді патологічних станів, він виявляється в дозах, що значно перевищують такі для референтних лікарських засобів. 
Даних літератури щодо гострої токсичності 7‑ГОК, його кумулятивних властивостей, органотропності, залежності ″доза-час-ефект″ за умов тривалого надходження в організм не виявлено. Перспективи розширення сфери використання 7-ГОК, зокрема, в якості харчового барвника, вимагає поглибленого токсикологічного дослідження як ізольованої, так і комбінованої дії 7-ГОК із етиловим спиртом на організм лабораторних тварин з метою визначення безпечності даної сполуки для здоров′я людини.
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 РОЗДІЛ  2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ


2.1 Матеріали  та  тест-системи 


Для розв'язання поставлених завдань експериментальні дослідження проведені  відповідно до принципів профілактичної токсикології, що були сформульовані Медведем Л.І. /1968, 1970/,  Каганом Ю.С. /1964, 1974/,  Курляндським Б.А. /2002/ [109].
У роботі використано синтетичний 7-ГОК  99,0 %  виробництва фірми Sigma-Aldrich (США) та  етиловий спирт ректифікований 96,5 % (ДСТУ 3099-95) виробництва Червонослобідського спиртзаводу (Україна). 
Експерименти проведені на здорових статевозрілих щурах Wistar самцях і самках  (масою тіла 125 ‑ 200 г), мишах альбіносах самцях (масою тіла 22 - 26 г), мишах самцях С57BL (масою тіла 22-26 г), кролях самцях породи Шиншила (масою тіла 1,50‑2,00 кг), мурчаках самцях (масою тіла 325‑365 г) [110].
Щури Wistar і мурчаки були отримані із розплідника ДП "Науковий центр превентивної токсикології, харчової та хімічної безпеки імені академіка Л.І. Медведя Міністерства охорони здоров'я України"; миші альбіноси та С57BL – із розплідника ПП "Біомодельсервіс"; кролі породи Шиншила – із розплідника ТОВ "Далі".  Піддослідні і контрольні тварини пройшли 14-21 денний карантин у віварію ДП "Науковий центр превентивної токсикології, харчової та хімічної безпеки імені академіка Л.І. Медведя Міністерства охорони здоров'я України". Тварин утримували в клітках,  відповідно  вимогам для кожного виду – щури, миші та морські свинки – по 5 тварин однієї статі в клітці, кролики – в індивідуальних клітках. Раціон тварин відповідав виду тварин і складався із концентрованого гранульованого комбікорму і овочів. Тварини отримували знезаражену фільтровану воду з скляних поїлок без обмежень.
Дослідження  проведені  згідно з  принципами  біоетики та вимог гуманного ставлення до тварин (Закон України № 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого поводження», 2006; Європейська конвенція про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших наукових цілей, Страсбург, 18 березня 1986 р.).


2.2 Умови експериментів, методи дослідження


Гостру токсичність 7-ГОК при пероральному  надходженні до організму оцінювали за загальноприйнятим показником – величиною середньолетальної дози (ЛД50) і клінічними ознаками інтоксикації [111]. 
Внутрішньошлункове введення здійснювали з дотриманням атравматичної техніки, враховували дані про кількість рідини, що може бути введеною до організму  тварин залежно  від виду та маси тіла [112]. В якості розчинника та контрольної речовини застосовували дистильовану воду. Через 3 години після перорального введення речовини тварини отримували вільний доступ до корму, потреба у воді не обмежувалася. Після гострого отруєння 7-ГОК у дозі 10000 мг/кг через 14 діб проводили макроскопічне обстеження внутрішніх органів і гістологічні дослідження на предмет подразнюючої дії речовини на слизові оболонки шлунку і кишечника щурів і мишей.
Оскільки однією з важливих умов екстраполяції результатів експериментальних досліджень з лабораторних тварин на людину є відомості про видові відмінності чутливості тварин до токсичного впливу хімічної сполуки, то визначення ЛД50 проводили на двох видах тварин – щурах та білих мишах. Після введення речовин, упродовж 14 діб, проводили обстеження тварин з метою виявлення симптомів інтоксикації, встановлення їх часових характеристик, визначення строків летальності [112]. Коефіцієнт варіабельності чутливості тварин до дії досліджених речовин залежно від статі визначали за співвідношенням ЛД50 менш чутливої статі тварин до ЛД50 для більш чутливої статі тварин [113]. Коефіцієнт варіабельності чутливості тварин до дії 7‑ГОК залежно від виду розраховували за співвідношенням ЛД50 менш чутливого виду тварин до ЛД50 для більш чутливого виду [114].
Для токсикологічної характеристики речовини важливе значення має її здатність надходити до організму через неушкоджену шкіру. Вивчення шкірно-резорбтивної дії 7‑ГОК проводили відповідно до Методичних вказівок  [115]. Досліди проведено на білих щурах самцях та самках,  яким  досліджувану  речовину наносили одноразово (експозиція 24 години)  на  ділянку шкіри  розміром 2 х 2 см, з якої ретельно зістригали шерсть за добу до експозиції. Критерієм ефекту був термін  розвитку і ступінь вираженості клінічної картини інтоксикації, наявність або відсутність летальних випадків [116].
	Визначення подразнюючої дії 7‑ГОК на шкіру тварин проводили відповідно до вимог Методичних вказівок  [113, 117]. Кролям самцям одноразово наносили речовину в кількості 0,5 г, змочену дистильованою водою, на звільнені  від шерсті ділянки шкіри розміром 4 х 6 см. Час експозиції – 4 години. Критерії подразнюючого ефекту – візуальні зміни шкіри: наявність еритеми, набряку, струпу, тріщин, виразок та інших ознак ушкодження. Реакцію шкіри оцінювали через 4, 24 і  48 годин  та щодня упродовж 2 тижнів після нанесення речовини.
	Досліди щодо вивчення подразнюючої дії 7-ГОК на слизову оболонку ока проводили у відповідності до  вимог ″Методических указаний к постановке исследований по изучению раздражающих свойств и обоснованию предельно-допустимых концентраций избирательно действующих веществ в воздухе рабочей зоны″ [117]. Експерименти проводили на кролях самцях, яким одноразово в кон'юнктивальний мішок лівого ока вносили речовину в кількості 50 мг. Праве око слугувало в якості контролю. Реакцію слизової оболонки  очей оцінювали через 15 хв., 1, 24 години після внесення речовини та в подальшому – щодня протягом 2 тижнів. Дію речовини на слизову оболонку очей визначали візуально за подразненням кон'юнктиви, наявністю сльозотечі, гіперемії, виділень з ока, ерозій, ушкодження райдужної та рогової оболонок [113].
Дослідження сенсибілізуючих властивостей 7‑ГОК  проводили на молодих статевозрілих мурчаках білої масті масою тіла 324,0-356,0 мг/кг за методом Клігмана-Магнусона [118]. Попередньо проводили визначення індукуючої і тестуючої  концентрацій на 4 мурчаках. Формували 2 групи по 10 тварин. Для сенсибілізації організму мурчакам на чистих ділянках шкіри з обох боків від хребетного стовпа  робили 3 парні ін'єкції (по 0,05 мл кожна): 
І – ад'ювант Фрейнда розведений у 0,9 % розчині NaCl у рівних об'ємах; 
ІІ – розчин 7‑ГОК у диметилсульфоксиді (ДМСО) в індукуючій концентрації; 
ІІІ – розчин 7‑ГОК у ДМСО в індукуючій концентрації в суміші 1:1 з ад'ювантом Фрейнда, розведеного у 0,9 % розчині NaCl. 
Контрольні тварини оброблялися подібно, але без досліджуваної  речовини:
І – ад'ювант Фрейнда розведений у 0,9 % розчині NaCl у рівних об'ємах; 
ІІ –  ДМСО  у  нативному вигляді;
ІІІ – ДМСО у суміші 1:1 з ад'ювантом Фрейнда, розведеного у 0,9 % розчині NaCl.
На 8 добу досліду проводили епікутанну сенсибілізацію піддослідних тварин аплікацією 0,2 мл 7‑ГОК у індукуючій концентрації під окклюзивну пов'язку на 48 годин, контрольним мурчакам під пов'язку наносили 0,2 мл ДМСО.
Тестування проводили на 20 день експерименту. Піддослідним і контрольним тваринам на інтактні ділянки шкіри наносили 7-ГОК у вигляді  розчину тестуючої концентрації у ДМСО на шкіру правої плечової зони і розчинник на ліву плечову зону під оклюзивну пов'язку на 24 години.
Після зняття оклюзивної пов'язки через 24 та 48 годин візуально оцінювали реакцію шкіри за шкалою Клігмана-Магнусона [118].
Відомо, що ксенобіотики можуть прямо, або опосередковано, впливати на різні ланки імунної системи. Оцінку стану клітинного імунітету при впливі 7‑ГОК проводили на мишах  самцях лінії С57BL за реакцією гіперчутливості сповільненого типу (РГСТ) за умов сенсибілізації еритроцитами барана [119]. 
Еритроцити барана 3-кратно відмивали фізіологічним розчином шляхом центрифугування при 3,0 g протягом 10 хв. Відмитий щільний осад еритроцитів використовували для приготування суспензії.
Імунізацію 10 тварин піддослідної групи проводили одноразово внутрішньоочеревинним введенням суспензії еритроцитів барана – 10 6 клітин у 0,5 мл 0,9 % розчину NaCl, контрольній групі тварин вводили 0,5 мл ізотонічного розчину NaCl. Через 30 хвилин піддослідним тваринам вводили 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг у вигляді  5 %‑ної суспензії в ізотонічному розчині NaCl, контрольним – відповідну кількість 0,9 % розчину NaCl.
Тестування контрольних і піддослідних тварин проводили через 5 днів після імунізації ін'єкцією в подушечку стопи лівої (″піддослідної″) задньої лапи 0,05 мл суспензії еритроцитів барана, що містила 10 8 клітин. В праву лапу, що слугувала контролем, аналогічним чином вводили 0,9 % розчин NaCl.
Через 24 години після тестуючої ін'єкції оцінювали місцеву запальну реакцію за розміром набряку. Тварин піддавали евтаназії шляхом цервікальної дислокації, відсікали обидві стопи на рівні п'яткового суглоба, визначали індекс імунорегуляторної реакції (ІР) за формулою для піддослідної (ІР Д) та контрольної (ІР К) груп:
	ІР =
	(ВО-ВК) ·100
	,

	
	ВК
	


де ВО – маса лівої (″піддослідної″)  лапи, ВК – маса правої (″контрольної″) лапи. Визначали коефіціент вираженості імуносупресивної дії речовини за формулою:
КІ = ІРД / ІРК.
 Імуносупресивний ефект вважали наявним, якщо к КІ < 0,5. 
Оскільки прояви токсичної дії речовин можуть різнитися за умов одоразового та тривалого надходження, визначали здатність 7‑ГОК до кумуляції, токсикодинаміку та залежність ″час‑доза-ефект″ у субхронічному експерименті.
Здатність до кумуляції в організмі та пов'язана з цим можливість хронічного отруєння є однією з характеристик, що визначають ступінь небезпеки ксенобіотиків [120]. 
Експеримент по вивченню кумулятивних властивостей 7-ГОК проводили на щурах (самцях і самках) за методом Ліма [121]. 7‑ГОК вводили перорально щурам упродовж 20 діб. Уведення речовини починали з 0,1 ЛД50, через кожні 4 доби підвищували дозу у 1,5 рази. Упродовж усього експерименту проводили обстеження щурів, спрямоване на виявлення симптомів інтоксикації, їх тривалості та наслідків. Визначали динаміку маси тіла тварин. У кінці експерименту проводили фізіологічні, біохімічні, гематологічні, морфологічні дослідження, оцінювали  стан монооксигеназної гідроксилюючої системи (МОГС) печінки, вимірювали абсолютну та розраховували відносну масу внутрішніх органів.
Для визначення ризику токсичного впливу при тривалому  надходженні 7-ГОК до організму та встановлення недіючих доз як  основного  параметра для обґрунтування  нешкідливих рівнів впливу для людини, був проведений субхронічний експеримент. Піддослідним групам щурів самців та самок упродовж 3-х місяців вводили внутрішньошлунково речовину у дозах що складали 1/500, 1/200, 1/50 та 1/20 ЛД50 (20, 50, 200, 500 мг/кг, відповідно) у вигляді водної суспензії. Контрольні тварини отримували відповідну кількість води.
Упродовж експерименту оцінювали клінічний стан тварин, зміни маси тіла [113]. Характер токсичної дії 7‑ГОК у субхронічному експерименті визначали за фізіологічними, гематологічними та біохімічними показниками функціонального стану систем і органів, через 1, 2 і 3  місяці впливу речовини. За дії речовини в максимальній дозі 500 мг/кг проводили дослідження у відновлювальний період (через 1 місяць після завершення введення) з метою визначення зворотності змін. Через 3 місяці впливу 7‑ГОК в усіх дозах у щурів самок визначали стан мембранозв'язаних ферментів плазматичних мембран гепатоцитів, як показник впливу досліджуваної речовини на мембранні структури клітини. Проводили гістопатоморфологічне дослідження основних органів – головного мозку, серця, легень, печінки, нирок, наднирників, селезінки,  шлунку, тонкого кишечника, гонад.
Вивчення комбінованої дії 7‑ГОК та ЕС проведено згідно методичних рекомендацій [122] за умов одноразового та тривалого надходження (28 діб) речовин в організм щурів самок, оскільки самки більш чутливі до дії досліджуваних речовин.
У гострому експерименті досліджували ізольований вплив 7‑ГОК і ЕС та їх комбіновану дію в ізотоксичних дозах, що наближені до  ½ ЛД50 кожної з речовин – 5000 мг/кг і 6000 мг/кг, відповідно. ЕС вводили у вигляді 60 % (м/м) водного розчину.
Тривалий (28 діб) вплив комбінації речовин вивчали, застосовуючи 7‑ГОК у токсичній і недіючій дозах, відповідно 200 і 20 мг/кг, виходячи з результатів проведеного субхронічного експерименту. Етиловий спирт вводили піддослідним тваринам у дозі 750 мг/кг у вигляді 7,5 % (м/м) водного розчину, що відповідає його вмісту в слабоалкогольних напоях та фізіологічній нормі для перорального введення рідини тваринам – 10 мл/кг [110]. 7-ГОК у дозах 20 і 200 мг/кг вводили ізольовано – у вигляді водних розчинів концентрацією 0,2 % і 2,0 %, відповідно, комбіноване введення 7‑ГОК у обох концентраціях з ЕС здійснювали застосовуючи 7,5 % (м/м) розчин ЕС в якості носія. Контрольним щурам вводили воду. Тварини всіх груп отримували рідину в еквівалентній кількості – 10 мл/кг. 
Комбіновану токсичну дію досліджуваних речовин вивчали в динаміці: при одноразовому впливі – через 3, 24 години, 3, 7 діб, при підгострому – через 14 та 28 діб. Упродовж всього дослідження здійснювали спостереження за клінічними проявами інтоксикації тварин, визначали масу тіла тварин. Враховуючи відомості про органи-мішені впливу ЕС та 7‑ГОК, було досліджено стан центральної нервової системи, функціональний стан печінки, нирок та підшлункової залози за біохімічними показники сироватки крові та сечі,  вплив 7‑ГОК та його комбінації з ЕС на стан ПОЛ за вмістом малонового діальдегіду (МДА). 
Вибір тестів у проведених експериментальних дослідженнях був продиктований, з одного боку, даними літератури про біологічну активність кумарину та його метаболіту 7‑ГОК, з іншого – їх діагностичною цінністю, як чутливих показників функціонального стану організму [123, 124]. 
В якості інтегральних показників токсичного впливу  досліджували клінічні симптоми  інтоксикації, їх перебіг та кінцевий результат, динаміку змін маси тіла.
Дослідження симптомів гострої інтоксикації дозволяє на ранніх етапах токсикологічного дослідження отримати відомості про системи та органи – мішені токсичного впливу досліджуваної речовини. Найбільш ранньою ознакою дії токсичних речовин на організм тварин є зміна стану нервової системи [124]. Стан центральної нервової системи оцінювали за наявністю неврологічних симптомів інтоксикації, таких як аномальна поведінка (стереотипія, задкування, зміна типових поведінкових патернів та ін.), порушення пози, координації рухів (атаксія та ін.), м′язового тонусу (ригідність м´язів, тремор, судоми) [125, 126]. Оцінка токсичного впливу на нервову систему комбінації 7‑ГОК із ЕС включала визначенння тривалості специфічного симптому гострого отруєння ЕС - наркотичного сну [127, 128], за умов внутрішньошлункового надходження ЕС у дозі 6000 мг/кг та при внутрішньоочеревинному введенні  в дозі 4500 мг/кг у вигляді 25 % (м/м) водного розчину [127]. Стан вроджених рефлекторних реакцій орієнтації щурів у просторі оцінювали за даними тесту ″приземлення на задні кінцівки″ (″foot splay test″) [129]. Тварині забарвлювали стопи задніх лап рідким барвником, утримуючи її руками за спину підіймали на фіксовану висоту – 40 см, і давали вільно впасти на аркуш паперу. Фіксували відстань між відбитками задніх лап. Враховували середнє значення трьох послідовних вимірювань. Вищу нервову діяльність щурів досліджували з використанням комплексу тестів – ″відкрите поле″ та ″норковий рефлекс″, що дозволяло оцінити рухову та дослідницьку активність тварин, їх емоційний статус, рефлекторну поведінку у стресогенній ситуації. Установка ″відкрите поле″ являла собою площадку розміром 90 х 90 см із стінками висотою 30 см, розділену на квадрати 15 х 15 см, з яких виділяли 20 зовнішніх та 16 внутрішніх [130]. Кожну тварину вміщували в центр установки ″відкрите поле″, впродовж 3‑х хвилин реєстрували тривалість латентного періоду рухової реакції за допомогою секундоміра, кількість пересічених квадратів (окремо внутрішніх та зовнішніх), кількість стойок у внутрішніх та у зовнішніх квадратах, середню тривалість акту грумінгу, кількість фрізінгів, актів уринації та дефекації. Після цього тварину обережно переносили в установку ″норковий рефлекс″ – площадку, огорожену стінками висотою 30 см, розміром 60 х 60 см, з 16 отворами-нірками, два з яких були поєднані між собою тунелем – справжньою ніркою, в який тварина могла ховатися [131]. Впродовж  3‑х хвилин реєстрували норковий рефлекс за кількістю заглядань у нірки та прояви пасивно-оборонної поведінки за кількістю переховувань у справжній нірці.
Кардіотоксичну дію (за умов кумулятивної дії) 7-ГОК вивчали за змінами біоелектричної активності серця [132]. Показники ЕКГ записували в другому стандартному відведенні в стані спокою у ненаркотизованих тварин за допомогою спеціалізованого програмного забезпечення мікро-ЕОМ ″Електроніка БК-0010-01″. Аналізувалися: конфігурація ЭКГ, тривалість інтервалів зубців Р, PQ, QRS, QRST, вольтаж зубців Р, R, T. Розраховувалися ЧСС, індекс Макруза і систолічний показник. 
Визначали ряд показників морфологічного складу периферичної крові: рівень гемоглобіну, СВГ, кількість еритроцитів, лейкоцитів, ретикулоцитів, тромбоцитів, лейкограму, за допомогою уніфікованих клініко-лабораторних методів [133]. Кров забирали у щурів з латеральної хвостової вени. 
З метою оцінки гомеостазу організму в цілому та функціонального стану печінки зокрема, визначали ряд біохімічних та біофізичних  показників. 
У сироватці крові визначали уніфікованими методами з використанням тест-наборів виробництва фірми ″Філісіт-діагностика″ (Україна) :
- активність  аланін-амінотрансферази (АлАТ,  К.Ф. 2.6.1.2) та аспартат-амінотрансферази (АсАТ, К.Ф. 2.6.1.1) – методом Райтмана-Френкеля;
	-  активність лужної фосфатази  (ЛФ, К.Ф. 3.1.3.1 ) – методом з використанням нітрофенілфосфата;
-  активність лактатдегідрогенази (ЛДГ, К.Ф. 1.1.1.27) – кінетичним спектрофотометричним методом;
-  концентрацію загального  білка  –  біуретовим методом;
-  концентрацію глюкози  –  глюкозооксидазним методом;
-  концентрацію сечовини  –  диацетилмонооксимним методом;
-  концентрацію креатиніну  –  за реакцією Яффе;
-  концентрацію холестерину та тригліцеридів – ензиматичними колориметричними методами;
-  концентрацію хлоридів  –  за утворенням роданіду заліза.
Визначення активності МОГС за дії ксенобіотика дозволяє характеризувати стан детоксикаційної функції печінки, з'ясувати роль цієї системи в метаболізмі речовини та реалізації її токсичного впливу на організм, оцінити адаптаційні процеси в умовах інтоксикації [134]. Стан МОГС щурів самців оцінювали в експерименті по дослідженню кумулятивної дії 7-ГОК за інтенсивністю N-деметилюючої та денітрозуючої активності цитохромів Р 450 мікросомальної фракції печінки з використанням N-нітрозодиметиламіну в якості субстрату [135, 136]. Методом електронного парамагнітного резонансу (ЕПР) досліджували стан парамагнітних центрів у паренхимі печінки щурів [137]. Спектр ЕПР реєстрували при температурі рідкого азоту (-196 оС) на радіоспектрометрі ″Varian E 109″ (США). Параметри запису спектрів зразків тканини печінки:
	-  діапазон зміни магнітного поля – (2750 - 3750) Gs;
		-  амплітуда модуляції магнітного поля – 8 Gs (2 Gs для вільних радикалів);
		-  частота модуляції магнітного поля – 100 кГц;
		-  потужність НВЧ коливань – 5 мВт (0,2 мВт для вільних радикалів);
		-  частота НВЧ коливань – (9,6 - 9,9) гГц.
У спектрі тканини печінки (рис. 2.1) визначали інтенсивність сигналів наступних парамагнітних центрів:
-  g=2.25 – цитохром Р 450 з гемовим залізом в низькоспіновій окисленій формі; 
-  g=2.14  –  Mn2±-вміщуючі білки ендоплазматичного ретикулуму; 
-  g=2.05  –   Cu2±-вміщуючі білки: супероксиддисмутаза, цитохром-оксидаза; 
- g=2.00  – мітохондріальні убіхінони та флавопротеїни у вільно-радикальній формі; 
	-  g=1.97 – мітохондріальний фермент сульфітоксидази у відновленому стані з атомом Мо7± в активному центрі, ксантиноксидаза;  
-  g=1.94  – залізо-сірчані білки мітохондріальних дихальних ланцюгів з негемовим залізом у відновленому стані.
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Рисунок  2.1 –  Спектр ЕПР тканини печінки інтактних щурів.

Інтенсивність ЕПР сигналів визначали в умовних одиницях як відстань (різниця у значеннях вихідного сигналу з детектора радіоспектрометру) між максимальним та мінімальним значенням першої похідної поглинання НВЧ енергії у відповідному діапазоні g-фактору (при постійній частоті НВЧ генератора, в діапазоні змін напруження магнітного поля).
Процеси ПОЛ є важливим індикатором окислювально-відновного гомеостазу в організмі [138]. Стан процесів ПОЛ (у дослідженнях одноразової ізольованої і комбінованої дії 7-ГОК і ЕС) оцінювали в тканині печінки за інтенсивністю спонтанного та аскорбат-залежного накопичення його низькомолекулярних  продуктів, що реагують із тіобарбітуровою кислотою, зокрема  –  МДА  [139].
При субхронічній дії 7-ГОК досліджували активність ферментів плазматичних мембран (ПМ) гепатоцитів щурів, як важливого показника гепатотоксичного впливу і мембранотропної активності ксенобіотиків. ПМ клітин печінки щурів виділяли методом ультрацентрифугування в градієнті щільності сахарози [140]. Для визначення 5′-нуклеотидазної активності вміст ПМ у реакційній суміші становив 20 мкг на 0,5 мл середовища інкубації наступного складу: 1 мМ MgCl2, 4 мМ аденозинмонофосфата, 50 мМ Трис-НСl, рН 7,5 [141]. Екто-АТФазну активність ПМ гепатоцитів [142] визначали за різницею між АТФазною активністю у середовищі, яке містило іони Са2+ (2 мМ СаСl2) і без них. Вміст ПМ у реакційній суміші становив 20 мкг білка на 0,5 мл середовища інкубації наступного складу: 140 мМ NaCl, 5 мМ КСl, 100 мкМ NH4VO3, 50 мМ Трис-НСl, 1 мМ АТФ, рН 7,5. Mg2+,Ca2+-АТФазну активність ПМ гепатоцитів [143] визначали у середовищі загальним об′ємом 0,5 мл: 100 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 0,06 мМ ЕДТА, 50 мМ Трис-НСl, 3 мМ АТФ, рН 7,5, що містить фракцію ПМ у кількості 20 мкг за білком. Фермент активували додаванням 0,04 мМ СаСl2. Nа+,K+‑АТФазну активність плазматичних мембран гепатоцитів визначали за різницею між загальною АТФазною активністю і активністю у середовищі, яке містить її специфічний блокатор – уабаїн (1·10-3 М). За основу взято метод Pressley et al. [144]. Вміст мембранного препарату в реакційній суміші становив 50 мкг на 0,5 мл інкубаційного середовища наступного складу: 130 мМ NaCl, 20 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 0,5 мМ ЕДТА, 5·10-6 М ДСН, 3 мMNaN3, 25 мМ Трис-НСl, 3 Мм АТФ, рН 7,5. Кількість неорганічного фосфату, що виділився в процесі ферментативної реакції, визначали за методом Ратбуна-Бетлах [145]. Ступінь очистки фракції ізольованих ПМ гепатоцитів від інших мембранних фракцій контролювали за активністю маркерних ферментів – 5′‑нуклеотидази, глюкозо-6-фосфатази та азид-чутливої АТФази.
Для оцінки функціонального стану нирок вивчали основні показники: діурез при водному навантаженні, питому вагу сечі рефрактометричним методом, рН сечі потенціометричним методом. За допомогою тест-наборів фірми ″Філісіт-діагностика″ визначали вміст сечовини в сечі диацетилмонооксимним методом, вміст в сечі загального білка за методом Лоурі, глюкози за глюкозооксидазним методом, хлоридів – за утворенням роданіду заліза [146]. 
Розраховували кліренс сечовини за хвилину за формулою:
К= Д · СС / ССК · t,
де  СС – концентрація сечовини в сечі, ССК – концентрація сечовини в сироватці крові, Д – діурез за час t.
Оскільки в літературі виявлено дані про гіпоглікемізуючий вплив  кумарину та 7‑ГОК, то в сироватці крові та сечі досліджували активність  α‑амілази (К.Ф. 3.2.1.1) за методом Каравея [147], як показник функціонального стану підшлункової залози.
У щурів самців та самок контрольних та піддослідних груп визначали  абсолютну та відносну масу внутрішніх органів – головного мозку, легень, серця, тимусу, печінки, нирок, надниркових залоз, селезінки, шлунку, сім'яників / яєчників. Проводили макроскопічне та гістопатоморфологічне дослідження тканин внутрішніх органів, включаючи шлунок, тонкий та товстий кишечник. Зразки тканин фіксували в 12 % формаліні, зневоднювали в спиртах зростаючої концентраціїі та заливали в парафін. Зрізи забарвлювали гематоксиліном  та  еозином  [148]. 


Отримані в експерименті дані  оброблені з використанням стандартного пакету програмного забезпечення Microsoft® office Excell 2003, відповідно до статистичних методів у медико-біологічних дослідженнях [149]. Визначали середнє значення () вибірки (n), похибку середнього значення (S), критерій Ст′юдента-Фішера (t), ймовірність помилки (р). Різницю вважали достовірною при p<0,05. 


У таблицях наведені середні значення – , обсяг вибірки – n, похибка середнього –  S. При складанні таблиць та рисунків  достовірність змін при заданому рівні значимості позначалась символом ″ * ″.
Визначення характеру комбінованої дії 7‑ГОК та ЕС здійснювали з урахуванням ймовірнісних аспектів за дивізивним методом, запропонованим М.Ю. Антомоновим [150]. Розраховували коефіцієнт комбінованої дії (D) як відношення ефекту комбінованого впливу до усередненої суми ефектів, що спостерігалися за роздільного впливу кожної з речовин. В якості математичного критерію оцінки типу ефекту слугувала одиниця з відповідним довірчим інтервалом:
ДИ(D) = t α ν S(D),
де S(D) – середня похибка D;  t α ν  – значення коефіцієнта Ст′юдента при рівні значимості α = 0,05 та числі ступенів свободи –  ν. 
Проводили  верифікацію результатів розрахунку D, враховуючи токсикологічну значимість спрямованості зміни досліджуваного показника: підвищення, або зниження відносно контрольної групи.  У випадку, коли токсикологічно значимим було підвищення показника відносно контролю, вважали, що потенціювання токсичного ефекту має місце, якщо D>1+ДИ(D), у разі, якщо  D<1 – ДИ(D), вважали, що має місце антагонізм комбінованої токсичної дії речовин. У разі, коли токсична дія речовини проявлялася зниженням показника, вважали, що  потенціювання ефекту має місце у випадку D<1 – ДИ(D), а якщо  D> 1 + ДИ(D), вважали комбіновану токсичну дію речовин антагоністичною. Коли значення D знаходилося в межах 1 ± ДИ(D), вважали що спостерігається незалежна токсична дія факторів при обраному діапазоні значимості  [150]. 
Обсяг токсикологічних досліджень наведений в табл. 2.1. 
Таблиця  2.1  –  Обсяг токсикологічних досліджень
	Тип  дослідження, лабораторні тварини, показники
	Кількість

	А) гостра токсичність :
	

	– щури (самці, самки)
	20

	– миші (самці)
	20

	Б) подразнююча дія (кролі)
	6

	В) сенсибілізуюча дія (мурчаки)
	24

	Г) імунотоксична дія (миші)
	20

	Д) кумулятивна дія (щури)
	40

	Е) субхронічна токсичність (щури)
	170

	Ж) комбінована дія (щури)
	160

	Загальна кількість тварин :
- щури
- миші
- кролі
- мурчаки
	440
370
40
6
24




Продовження табл. 2.1
	Тип  дослідження, лабораторні тварини, показники
	Кількість

	Токсикологічні показники: клінічний стан тварин, ЛД50, ККУМ, подразнююча дія, сенсибілізуюча дія, імунотоксична дія, ізольована і комбінована дія при гострих і підгострих інтоксикації, визначення типу комбінованої дії, субхронічна токсичність
	428

	Фізіологічні показники: маса тіла, приріст маси тіла, абсолютна  та відносна  маса внутрішніх органів, діурез, рН сечі, питома вага, параметри ЕКГ, поведінкові реакції щурів у тестах ″відкрите поле″, ″норковий рефлекс″, ″приземлення на задні кінцівки″, тривалість етанолового сну
	3575

	Гематологічні показники: кількість еритроцитів, ретикулоцитів, тромбоцитів, лейкоцитів: еозинофілів, нейтрофілів, лімфоцитів, моноцитів, базофілів; концентрація гемоглобіну; середній вміст гемоглобіну в еритроциті 
	1228

	Біохімічні показники:
- в сироватці крові: вміст  загального  білка, сечовини, глюкози, холестерину, креатиніну, тригліцеридів, хлоридів; активність ферментів: АлАТ, АсАТ, ЛФ, ЛДГ, -амілази; 
- в паренхимі печінки: активність N –деметилази, денітрозування, 5′‑нуклеотидази, екто-АТФази, Na+,K+-АТФази, Мg2+,Са2+‑АТФази,  вміст МДА;
- в сечі: вміст  загального  білка, сечовини, хлоридів, креатиніну, глюкози, -амілази;
	3590





Продовження табл. 2.1
	Тип  дослідження, лабораторні тварини, показники
	Кількість

	Біофізичні: ЕПР-спетроскопія паренхими печінки
	60

	Морфологічні: 
- макроскопія (головний мозок, легені, тимус, серце, печінка, нирки, селезінка,  щитовидна і підшлункова залози, шлунок, тонкий та товстий кишечник, гонади)
- гістологія (головний мозок, легені, серце, печінка, нирки, селезінка,  шлунок, тонкий та товстий кишечник, гонади)
	

430

550

	Загальна кількість  визначень
	9861



Всього в токсикологічних дослідженнях  було використано 370 щурів,  40 мишей, 6 кролів, 24 мурчаки; виконано 9861 визначення, з них 428 –  токсикологічних, 1228 – гематологічних, 3575 –  фізіологічних, 3590 – біохімічних, 60 –  біофізичних, 980 – морфологічних.



РОЗДІЛ  3
ГОСТРА ТОКСИЧНІСТЬ, ПОДРАЗНЮЮЧІ ТА СЕНСИБІЛІЗУЮЧІ ВЛАСТИВОСТІ, ІМУНОТОКСИЧНІСТЬ, КУМУЛЯТИВНА ДІЯ 7‑ГІДРОКСИКУМАРИНУ


Аналіз наукової літератури свідчить про відсутність даних щодо всебічного дослідження токсичних властивостей 7‑ГОК. Визначення гострої токсичності є, як правило, першим етапом, метою якого є одержання інформації щодо небезпечності досліджуваної речовини для здоров′я в умовах короткотривалої дії. Крім того, отримані дані токсикометрії будуть основою для визначення класу небезпечності 7-ГОК та встановлення режимів дозування при вивченні його субхронічної і хронічної токсичності.


3.1 Гостра  пероральна токсичність 7-гідроксикумарину


Дослідження гострої пероральної токсичності 7‑ГОК проведено на щурах Wistar (5 cамців і 5 самок) та білих мишах (10 самців) у дозі  10000 мг/кг.
Після введення 7‑ГОК у дозі 10000 мг/кг у щурів та  мишей спостерігались однотипові клінічні симптоми інтоксикації у вигляді малорухомості, пригнічення, важкого дихання, серозних виділень з носа, забруднення сечею урогенітальної зони. Упродовж 1 ‑ 5 доби загинули: 1 самець і 1 самка щурів та 3 мишей, що склало 10 % для щурів самців та самок та 30 % для мишей самців. При їх розтині виявлено повнокров'я внутрішніх органів, здуття кишечника. Стан тварин, що вижили, нормалізувався на 3 ‑ 6 добу. В подальшому поведінка, зовнішній вигляд, споживання корму і води піддослідними тваринами не відрізнялись від контролю. 
Динаміка  маси  тіла  щурів  наведена  в табл. 3.1. Як  видно з табл. 3.1, на 7 і 14 добу  після введення речовини виявлено достовірне зниження маси тіла щурів самців на 8,9 % і  9,3 %, відповідно, самок – на 12,1 % і 12,2 %, відповідно. В порівнянні з контрольними тваринами, приріст маси тіла щурів був достовірно нижчим у самців на 48,3 %, у самок – на 74,3 %. 


Таблиця 3.1  –  Динаміка маси тіла щурів  при гострій пероральній дії 7‑гідроксикумарину ( ± S)
	Доза,
мг/кг
	Стать
тварин
	Термін дослідження, доба
	Приріст, г

	
	
	0
	7
	14
	

	0
	самці
	177,00±2,15
(n =5)
	199,00±2,15
(n =5)
	222,00±3,22
(n =5)
	45,00±2,15

	
	самки

	181,00±2,15
(n =5)
	199,00±3,22
(n =5)
	215,00±3,22
(n =5)
	34,00±2,15

	10000
	самці
	178,00±1,07
(n =5)
	181,25±5,60*
(n =4)
	201,25±7,00*
(n =4)
	23,25±8,40*

	
	самки
	180,00±2,15
(n =5)
	175,00±8,40*
(n =4)
	188,75±9,80*
(n =4)
	8,75±8,40*


Примітка. * – тут і далі по тексту р<0,05

У мишей самців статистично достовірних змін маси тіла та приросту маси тіла не спостерігалось (табл. 3.2). 
При візуальному обстеженні щурів і мишей у кінці експерименту (через 14 діб) було зазначено, що зовнішній вигляд піддослідних тварин та стан їх внутрішніх органів  при розтині, не відрізнялися від контролю. Усі тварини були нормальної вгодованості, шерсть мали охайну, еластичну, шкіру – чисту, без лущення, слизові оболонки очей і носа –без подразнень та виділень, урогенітальна зона – чиста.


Таблиця 3.2  – Динаміка маси тіла мишей  при гострій пероральній дії 7‑гідроксикумарину ( ± S), n =10
	Доза,
мг/кг
	Стать
тварин
	Термін дослідження, доба
	Приріст, г

	
	
	0
	7
	14
	

	0
	самці
	24,50±0,43
(n =10)
	25,65±0,54
(n =10)
	27,10±0,54
(n =10)
	2,60±0,22

	10000
	самці
	24,50±0,32
(n =10)
	24,50±0,91
(n =7)
	25,86±1,06
(n =7)
	1,36±0,60



При вилученні з черепної коробки головного мозку розширення і наповнення кров′ю судин оболонок, крововиливів та будь-яких інших відхилень не спостерігалося. 
При розтині грудної порожнини легені повітромісткі, рожеві, еластичні. Стороннього вмісту в грудній порожнині не виявлено, тимус і серце без змін. Стравохід і трахея з щитоподібною залозою – без особливостей.
При розтині черевної порожнини стороннього вмісту в ній не виявлено, спайки відсутні, оточина прозора, без ущільнень і крововиливів. Поверхня печінки, нирок, селезінки – гладенька, блискуча. На розрізі тканина печінки та селезінки однорідна за кольором та консистенцією. Нирки та надниркові залози звичайні за розміром та формою, на розрізі мають чітку межу мозкової і коркової речовини, без крововиливів. У більшості щурів і мишей стінка шлунку була спазмована, серозна оболонка світло-рожевого кольору з чітким судинним рисунком та вираженою складчастістю. Підшлункова залоза мала характерний колір, однорідну консистенцію, без некрозів. Сім′яники, яєчники та матка без відхилень.
За результатами гістологічних досліджень різних відділів шлунку щурів та мишей при гострій пероральній дії 7-ГОК у дозі 10000 мг/кг встановлено, що, на відміну від контролю, у піддослідних тварин спостерігалися ознаки гострого катарального гастриту (серозно-слизової форми) на початковій стадії розвитку. Гістологічно це виражалося в гіперсекреції та активній десквамації поверхневих епітеліоцитів, дистрофічних змінах покривного і залозистого епітелію, збільшенні дифузної лімфоїдної інфільтрації власної слизової оболонки, помітному розширенні та повнокров′ї судин (рис. 3.1).
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Рисунок 3.1 –  Шлунок щура самця через 14 діб після  гострого впливу 7‑гідроксикумарину  в дозі 10000 мг/кг. Гематоксилін-еозин. х 400
Примітка. Cтрілками зазначено розширення і повнокров′я судин дна залоз шлунку у власній пластині слизової оболонки (1);  інфільтрація лімфоїдними елементами власної пластини слизової передшлунку (2); розширення і повнокров′я судин власної пластини слизової та сполучної тканини підслизової основи дна шлунку (3-4).  
Величина ЛД50 7‑ГОК для щурів самців і самок та мишей самців становить більше 10000 мг/кг. Коефіцієнт видової і статевої чутливості близько 1,0.
Таким чином, згідно ГОСТ 12.1.007-76, 7-ГОК за параметрами гострої пероральної токсичності відноситься до 4 класу небезпечності. Видової та статевої чутливості до дії речовини не виявлено. 


3.2  Резорбтивно-токсична дія 7-гідроксикумарину на організм 


Дослідження резорбтивно-токсичної дії 7-ГОК проведено на щурах Wistar. При нанесенні на шкіру піддослідних тварин 7‑ГОК у дозі 2000 мг/кг у вигляді 50 % водної суспензії ознак подразнення на місці аплікації не виявлено. Досліджувана речовина не викликала клінічних симптомів інтоксикації і загибелі тварин. При розтині по закінченню 14‑денного терміну спостереження внутрішні органи щурів обох статей – мозок, серце, легені, печінка, селезінка,  нирки, надниркові залози, тимус, гонади – були без видимої патології.
У щурів самців і самок не спостерігалось статистично достовірних змін маси тіла і її приросту, відносно тварин контрольної групи (табл. 3.3).
ЛД50 7-ГОК  при нанесенні на шкіру щурів самців і самок більше 2000 мг/кг. Згідно ГОСТ 12.1.007-76, за параметрами гострої дермальної токсичності 7-ГОК  відноситься до 4 класу небезпечності.




Таблиця 3.3  –  Динаміка маси тіла щурів (г) при гострій дермальній дії 7‑гідроксикумарину  ( ± S), n =5
	Доза,
мг/кг
	Стать
тварин
	Термін дослідження, доба
	Приріст, г

	
	
	0
	7
	14
	

	0
	самці
	177,0±2,15
	199,0±2,15
	222,0±3,22
	45,0±2,15

	
	самки

	181,0±2,15
	199,0±3,22
	215,0±3,22
	34,0±2,15

	2000
	самці
	177,0±2,15
	198,0±3,22
	219,0±4,29
	42,0±2,15

	
	самки
	180,00±2,15
	195,00±2,15
	212,00±3,22
	32,00±3,22





3.3  Подразнююча дія 7-ГОК на шкіру та слизову оболонку ока


Дослідження подразнюючої дії на шкіру та слизові оболонки ока 7‑ГОК проведено на трьох кролях самцях породи Шиншила. 
При аплікації на шкіру кролів 7-ГОК у кількості 0,5 г, змоченого водою,  подразнення шкіри не виявлено впродовж 14-добового періоду спостереження. Шкіра була еластичною, звичайного кольору, рівномірно заростала шерстю.
Отримані дані свідчать про те, що 7-ГОК у нативному вигляді не чинить подразнюючої дії на шкіру.
Після внесення  7-ГОК в кон′юнктивальний мішок ока кролів (50 мг) у всіх тварин в перші години спостерігались слабка сльозотеча, впродовж 1-2 діб – гіперемія  кон′юнктиви (судини ін′єковані – 1 бал). На третю добу стан слизових оболонок ока кролів нормалізувався і залишався таким до закінчення  14-добового періоду спостереження (табл. 3.4).
Таблиця 3.4   –  Індивідуальні дані стану слизових оболонок ока кролів при дії  7‑гідроксикумарину, n=3
	№ 
тварини
	Ефект
	Термін обстеження, доба

	
	
	1
	2
	3
	4-14

	1/2/3
	Сльозотеча
	слабка/
слабка/
слабка a
	відсутня/відсутня/відсутня
	відсутня/відсутня/відсутня
	відсутня/відсутня/відсутня

	
	Набряк повік
	0/0/0
	0/0/0
	0/0/0
	0/0/0

	
	Серозно-гнійні виділення
	0/0/0
	0/0/0
	0/0/0
	0/0/0

	
	Гіперемія кон'юнктиви 
	1/1/1
	1/1/1
	0/0/0
	0/0/0

	
	Зміни роговиці і радужної оболонки
	0/0/0
	0/0/0
	0/0/0
	0/0/0


Примітка. a – результати обстеження надано у відповідності до номеру тварин: 1/2/3

Таким чином, 7-ГОК у нативному вигляді чинить слабку подразнюючу дію на слизові оболонки ока кролів.


3.4  Сенсибілізуюча активність та імунотоксичність 7‑гідроксикумарину 


Дослідження сенсибілізуючих властивостей 7-ГОК проведено на 24 мурчаках самцях (4 – для визначення сенсибілізуючої та тестуючої концентрацій, 10 – піддослідних, 10 – контрольних) за методом Клігмана і Магнусона.
Зважаючи на слабку розчинність 7‑ГОК, в якості  розчинника використовували ДМСО, кінцева концентрація якого складала 0,5 %). Для визначення сенсибілізуючої та тестуючої концентрацій (за подразнюючим ефектом) 4 мурчакам на шкіру наносили 7-ГОК в концентраціях  20 %, 10 % та 5 % упродовж 5 діб. Оскільки подразнюючої дії при нанесенні вказаних розчинів на шкіру не  виявлено, то для сенсибілізуючої і, подальшої, тестуючої експозицій використовували 20 % розчин 7‑ГОК у ДМСО. 
У сенсибілізуючій стадії досліджень встановлено, що внутрішньошкірні ін′єкції 7-ГОК (розчин у ДМСО) викликали місцеву реакцію у вигляді інфільтрату. Після нанесення 7‑ГОК на оброблену ділянку шкіри спини піддослідних тварин місцевої реакції шкіри не спостерігалось.
Після тестуючої експозиції через 24 та 48 годин у піддослідних і контрольних тварин змін шкіри не виявлено (табл. 3.5).
Одержані результати свідчать про те, що в умовах даного досліду 7‑ГОК не чинить сенсибілізуючої дії на організм мурчаків. 
[bookmark: _Toc342488488][bookmark: _Toc342488489]Таблиця 3.5  –  Реакція шкіри мурчаків на вплив тестуючої концентрації  7‑гідроксикумарину
	Група
	Кількість тварин у групі
	Кількість тварин з позитивною реакцією шкіри в групі  

	
	
	через 24 год.
	через 48 год.

	7-ГОК
	10
	0
	0

	Контроль
	10
	0
	0


	
Оцінка стану клітинного імунітету за РГСТ при сенсибілізації еритроцитами барана проведена  в досліді на двох групах мишей самців  лінії С57BL, масою тіла – 20,0 - 26,0 г, по 10 тварин в кожній. 
Встановлено, що середня величина індексу імунорегуляторної реакції для групи контрольних тварин складає 29,66 ± 2,02, для піддослідних тварин – 35,00 ± 2,80, достовірних змін цього показника відносно контрольних тварин не виявлено. Коефіціент вираженості імуносупресивного впливу КІ = 29,66 / 35,00 = 1,18, що свідчить про відсутність змін імунної відповіді у піддослідних тварин. 
Отримані дані свідчать про те, що 7‑ГОК за показником РГСТ не впливає на клітинну імунну відповідь у мишей та не чинить імунодепресивної дії на організм.  
Таким чином, 7‑ГОК при пероральному та дермальному шляхах надходження до організму щурів відноситься до малонебезпечних сполук, не подразнює шкіри, слабко подразнює слизові оболонки ока, не не чинить сенсибілізуючої і імунотоксичної дії. Статева та міжвидова варіабельність токсичної дії 7‑ГОК за умов гострої інтоксикації не виражена. 


3.5  Кумулятивні властивості  7-гідроксикумарину


Дослідження кумулятивної дії на організм дозволяє за відносно короткий термін визначити напрямки токсичного впливу досліджуваної речовини, прогнозувати можливість розвитку у людини хронічного отруєння.
Визначення кумулятивних властивостей 7-ГОК проведено на 40 щурах самцях і самках Wistar (по 10 тварин кожної статі в групі, маса тіла самців 135-155 г, самок – 130-155 г). Речовину вводили внутрішньошлунково у вигляді 20 % водної суспензії упродовж 20 діб. Загальна доза 7-ГОК, що надійшла в організм щурів за весь період експерименту становить 40000 мг/кг. Таким чином, ККУМ більше 4,0.
Встановлено, що впродовж усього експерименту стан піддослідних тварин був задовільним, їх поведінка, зовнішній вигляд, споживання корму і води не відрізнялись від контролю. Симптомів інтоксикації і  летальних випадків не спостерігалось.
Cтатистично достовірних змін маси тіла та її приросту у щурів самців і самок не спостерігалось (табл. 3.6).


Таблиця  3.6   –  Динаміка маси тіла щурів  (г) у дослідженні кумулятивної дії  7‑ГОК ( ± S), n=10
	Термін дослідження,
доба
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7-ГОК
	Контроль
	7-ГОК

	0
	144,5±2,16
	144,5±2,16
	144,5±2,71
	144,5±2,71

	4
	157,0±3,25
	152,5±3,79
	155,5±3,79
	153,0±3,25

	8
	168,5±4,33
	168,5±5,41
	168,0±3,79
	163,0±4,87

	12
	180,0±4,33
	181,0±5,95
	176,5±3,79
	173,0±5,41

	16
	193,5±3,25
	190,0±6,49
	182,5±3,79
	180,0±5,41

	20
	205,0±2,71
	197,5±7,03
	191,0±4,33
	183,0±5,41



Морфологічний склад периферичної крові щурів самців і самок при кумулятивній пероральній дії 7‑ГОК  наданий у таблиці 3.7.  
Як свідчать результати досліджень (табл. 3.7), 7-ГОК в умовах даного досліду достовірних змін вивчених гематологічних показників у щурів обох статей не викликав. Тільки у щурів самок відмічалась тенденція до лімфоцитопенії (зменшення кількості лімфоцитів на 12,3 %, р > 0,05).


Таблиця 3.7  –  Морфологічний склад периферичної крові щурів у дослідженні кумулятивної дії  7-ГОК ( ± S), n=5
	Показники
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7-ГОК
	Контроль
	7-ГОК

	Еритроцити, х1012/л
	7,09±0,35
	7,58±0,24
	7,00±0,36
	7,28±0,18

	Гемоглобін, г/л
	150,05±3,07
	158,01±2,74
	151,34±3,22
	156,43±3,22

	СВГ, пг
	21,26±0,81
	20,62±0,64
	21,75±0,97
	21,43±0,48

	Ретикулоцити, %
	4,46±0,82
	4,80±0,60
	4,14±0,69
	4,18±0,22

	Тромбоцити, х1012/л
	915,0±70,0
	898,0±67,0
	904,0±47,0
	936,0±90,0

	Лейкоцити, х1012/л
	20,66±1,78
	20,52±1,12
	19,34±2,23
	14,48±1,57

	Лейкограма  (%):

	Еозинофіли
	0,80±0,21
	0,60±0,43
	0,20±0,21
	1,60±1,50

	Нейтрофільні метамієлоцити
	0
	0
	0,20±0,21
	0,40±0,43

	Нейтрофіли паличкоядерні
	1,20±0,43
	2,20±0,64
	1,60±0,86
	1,40±0,64

	Нейтрофіли сегментоядерні
	12,80±3,00
	14,80±2,36
	11,60±2,15
	16,40±3,22

	Нейтрофілів всього
	14,00±2,79
	17,00±2,36
	13,40±3,00
	18,20±3,65

	Лімфоцити
	79,2±2,58
	74,6±2,79
	80,00±3,00
	70,20±3,22

	Моноцити
	5,80±1,29
	7,40±2,36
	5,80±2,15
	9,40±2,15

	Базофіли
	0,20±0,21
	0,40±0,43
	0,60±0,21
	0,60±0,43



Результати досліджень поведінкових реакцій щурів при пероральній кумулятивній дії 7-ГОК надано в табл. 3.8. 
Як видно з наведених даних (див. табл. 3.8), через 20 діб впливу речовини достовірних змін досліджених показників поведінкових реакцій у щурів обох статей не спостерігалось.


Таблиця 3.8  –  Показники поведінкових реакцій щурів у дослідженні кумулятивної дії 7‑ГОК ( ± S), n=5
	Показник
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК

	Латентний період, с
	9,80±3,22
	10,60±1,72
	8,00±1,72
	8,80±0,86

	Пересічені квадрати, од.
	18,80±6,44
	21,88±4,08
	20,80±7,08
	20,40±4,51

	Стойки, од.
	1,20±0,86
	1,40±0,64
	1,20±0,64
	0,20±0,21

	Фрізінг, од.
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,00±0,00

	Грумінг, од.
	0,00±0,00
	0,80±0,43
	0,00±0,00
	0,60±0,64

	Дефекації, од.
	1,20±0,43
	1,20±0,21
	0,80±0,21
	1,40±0,64

	Нірки, од.
	5,80±1,72
	5,40±1,07
	6,20±1,07
	6,00±1,29



Таким чином, 7-ГОК в даних умовах експерименту не викликав порушень функціонального стану ЦНС. 
Стан досліджених біохімічних показників сироватки крові щурів наведений у таблиці 3.9. 
Встановлено, що у щурів  самців і самок спостерігалось підвищення вмісту холестерину  (на 20,7 % і 26,9 %, відповідно), сечовини на (14,9 %   і 18,8 %, відповідно) та зниження концентрації глюкози (на 22,8 %  і 15,5 %, відповідно).


Таблиця   3.9  –  Біохімічні показники сироватки крові щурів у дослідженні кумулятивної дії  7‑ГОК ( ± S),  n = 5
	Показники
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК

	Загальний білок, г/л
	65,40±2,15
	67,40±1,07
	65,00±1,72
	68,00±0,86

	Сечовина, мМ/л
	5,52±0,12
	6,34±0,16*
	5,48±0,16
	6,51±0,23*

	АлАТ, мкМ/год.·л
	0,40±0,01
	0,42±0,04
	0,38±0,01
	0,43±0,03

	АсАТ, мкМ/год.·л
	0,91±0,05
	0,90±0,06
	0,87±0,03
	0,91±0,04

	Глюкоза, мМ/л
	5,18±0,20
	4,00±0,12*
	4,97±0,23
	4,20±0,14*

	Холестерин, мМ/л
	2,46±0,17
	2,97±0,14*
	2,49±0,14
	3,16±0,20*

	ЛФ, мкМ/с·л
	1,60±0,08
	1,68±0,08
	1,63±0,11
	1,68±0,11



Змін інших досліджених біохімічних показників: активності АлАТ, АсАТ, ЛФ, вмісту  загального білка в сироватці крові не виявлено. 
Результати дослідження впливу 7-ГОК на стан МОГС в постмітохондріальній фракції тканини печінки щурів наведено в табл. 3.10. 


Таблиця 3.10  –  Швидкість процесів N-деметилювання і денітрозування у печінці щурів у дослідженні кумулятивної дії 7‑ГОК   ( ± S), n = 5
	Показники
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК

	N-деметилювання,
нМ HCHO/ мг білка ·хв.
	0,47±0,07
	0,34±0,06*
	0,40±0,04
	0,38±0,07

	Денітрозування,
нМ NO2- / мг білка ·хв.
	0,22±0,05
	0,19±0,03
	0,20±0,06
	0,18±0,06



Як видно з наведених даних (див табл. 3.10) виявлено незначне зменшення (на 28 %) швидкості процесів N‑деметилювання у самців, змін швидкостї денітрозування у печінці самців не спостерігалось. У самок щурів швидкість процесів N‑деметилювання і денітрозування не змінювалась.
Результати дослідження активності вказаних ферментів печінки свідчать про те, що 7‑ГОК є слабким інгібітором МОГС, незначні зміни у функціонуванні якої підтверджуються результатами ЕПР‑ спектроскопічного дослідження (табл. 3.11). 


Таблиця 3.11  –  Параметри ЕПР-спектроскопії тканини печінки щурів самців у дослідженні кумулятивної дії  7-ГОК ( ±S), n = 5
	 Показник
	Контроль 
	7‑ГОК

	Цитохром Р 450 (g = 2,25), ум.од.
	1,00±0,12
	0,76±0,14*

	Mn±2-центри (g = 2,14), ум.од.
	1,00±0,17
	1,24±0,08*

	Cu±2 –центри (g = 2,05), ум.од.
	1,00±0,22
	1,05±0,05

	Мітохондріальні ВР (g = 2,00), ум.од.
	1,00±0,09
	0,91±0,15

	Мітохондріальні  ЗСЦ (g = 1,94), ум.од. 
	1,00±0,37
	0,96±0,20

	Mo±7- центри (g = 1,97), ум.од.
	1,00±0,13
	0,90±0,10



Як видно з наведених даних (див. табл. 3.11), в паренхімі печінки щурів самців зареєстровано зменшення сигналу цитохрому Р 450 на 24 %, в порівнянні з контролем. Зростання інтенсивності сигналу  парамагнітних Mn±2-центрів (на 24 %) може свідчити про інтенсифікацію процесів фосфорилювання, оскільки основний внесок у формування цього сигналу належить ферменту АТФазі, що має марганець у каталітичному центрі.
Відсутність змін в інтенсивності  сигналів інших парамагнітних центрів дозволяє зробити висновок, що 7‑ГОК не впливає на електроннотранспортні процеси в мітохондріях, функціонування антирадикальної (супероксиддисмутазної) та ксантиноксидазної-ксантиндегідрогеназної систем.
Показники функціонального стану нирок щурів самців і самок наведені в табл. 3.12. 
Із наведених даних (див. табл. 3.12) видно, що при кумулятивній дії 7‑ГОК спостерігалось достовірне зниження  рН і вмісту сечовини  у самців – на 23,8 % і 23,3 %, у самок – на 14,6 % і  24,9 %, відповідно  та  достовірне підвищення діурезу, питомої ваги і вмісту хлоридів у сечі у самців – на 127,6 %, 2,7 %, 160,4 %,  у самок – на  92,7 %, 2,94 % і 126,1 %, відповідно, що свідчить про порушення функцій нирок.


Таблиця  3.12   –  Показники функціонального стану нирок щурів у дослідженні кумулятивної дії  ( ± S), n = 5
	Показники
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК

	Діурез, мл
	6,08±0,52
	13,84±1,42*
	4,96±0,52
	9,56±0,77*

	рН

	6,68±0,18
	5,09±0,08*
	6,76±0,24
	5,77±0,09*

	Питома вага, г/см3
	1,020±0,0011
	1,047±0,0016*
	1,021±0,0005
	1,051±0,0027*

	Білок, мг/л
	113,29±3,58
	96,63±7,15
	116,62±3,58
	98,29±7,15

	Сечовина, мМ/л
	361,86±14,29
	277,50±14,29*
	366,30±11,91
	275,28±19,06*

	Хлориди,
мМ/л
	97,49±11,49
	253,82±17,36*
	88,58±7,03
	200,26±19,11*




Результати дослідження впливу 7-ГОК на функціональний стан серцево-судинної системи надані в табл. 3.13. Встановлено, що конфігурація ЕКГ при дії 7‑ГОК не змінювалась, тривалість інтервалів Р, PQ, QRS, QRST, індекс Макруза та систолічний показник, частота серцевих скорочень, вольтаж зубців P, R, T у піддослідних щурів (самців, самок)  не мали статистично достовірних відхилень від показників тварин контрольної групи. Отримані результати свідчать, що 7‑ГОК не чинить токсичного впливу на функціональний стан міокарду щурів за дослідженими показниками.


Таблиця 3.13   –  Показники ЕКГ щурів у дослідженні кумулятивної дії  7-ГОК ( ± S), n = 5
	Показники
	Самці
	Самки

	
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК

	Тривалість Р, с
	0,014±0,002
	0,015±0,001
	0,014±0,001
	0,015±0,002

	Тривалість РQ, с
	0,019±0,003
	0,020±0,002
	0,020±0,003
	0,023±0,011

	Індекс Макруза
	0,739±0,026
	0,763±0,028
	0,709±0,100
	0,694±0,168

	Тривалість QRS, с
	0,013±0,003
	0,016±0,002
	0,014±0,001
	0,014±0,002

	Тривалість QRST, с
	0,035±0,006
	0,036±0,002
	0,037±0,007
	0,033±0,004

	ЧСС, імпульс/хв.
	241,1±19,3
	258,1±54,1
	306,1±62,1
	246,9±72,0

	Систолічний показник
	0,145±0,029
	0,156±0,026
	0,191±0,057
	0,141±0,047

	Амплітуда P, мВ
	0,395±0,282
	0,430±0,250
	0,282±0,122
	0,283±0,194

	Амплітуда R, мВ
	0,736±0,242
	0,860±0,263
	0,609±0,093
	0,668±0,218

	Амплітуда T, мВ
	0,523±0,269
	0,468±0,270
	0,395±0,082
	0,363±0,266



Дані щодо змін абсолютної і відносної маси внутрішніх органів щурів самців і самок наведені в табл. 3.14.
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Таблиця 3.14  –  Абсолютна  та відносна маса внутрішніх органів щурів у дослідженні кумулятивної дії  7‑ГОК  ( ± S), n=10
	Показники
	Абсолютна, г
	Відносна, %

	
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК
	Контроль
	7‑ГОК

	
	Самці 
	Самки
	Самці 
	Самки

	Маса тіла
	206,00±5,36
	200,00±12,88
	191,00±8,58
	173,00±4,29
	-
	-
	-
	-

	Печінка
	7,27±0,53
	8,33±0,82
	7,22±0,91
	7,20±0,42
	3,52±0,17
	4,13±0,18*
	3,75±0,31
	4,16±0,14

	Легені
	1,52±0,10
	1,49±0,21
	1,62±0,18
	1,53±0,08
	0,74±0,04
	0,73±0,06
	0,84±0,07
	0,89±0,06

	Серце
	0,74±0,02
	0,65±0,06
	0,69±0,03
	0,65±0,06




	0,36±0,004
	0,33±0,011*
	0,36±0,01
	0,38±0,03

	Нирки
	1,42±0,11
	1,44±0,18
	1,23±0,11
	1,25±0,06
	0,69±0,04
	0,71±0,07
	0,64±0,04
	0,72±0,02

	Селезінка
	0,92±0,09
	0,89±0,18
	0,96±0,06
	0,65±0,03*
	0,45±0,04
	0,43±0,06
	0,51±0,03
	0,38±0,01*

	Мозок
	1,63±0,11
	1,62±0,04
	1,59±0,06
	1,44±0,08
	0,79±0,04
	0,82±0,06
	0,84±0,03
	0,84±0,06

	Тимус
	0,36±0,03
	0,42±0,08
	0,41±0,04
	0,34±0,05
	0,17±0,01
	0,20±0,03
	0,22±0,02
	0,20±0,032

	Наднирники
	0,027±0,004
	0,0301±0,002
	0,034±0,003
	0,032±0,002
	0,013±0,002
	0,016±0,002
	0,018±0,001
	0,019±0,001

	Сім'яники
	2,32±0,14
	2,61±0,17
	-
	-
	1,13±0,09
	1,31±0,03
	-
	-

	Яєчники
	-
	-
	0,042±0,217
	0,035±0,004
	-
	-
	0,022±0,002
	0,020±0,002
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Встановлено (див. табл. 3.14), що у самців підвищувалась  відносна  маса печінки на 17,4 %  і знижувалась відносна маса  серця  на 8,7 %, у самок - знижувалась абсолютна і відносна маса селезінки (на 32,3 % і 25,2 %, відповідно). Статистично достовірних змін абсолютної і відносної маси інших внутрішніх органів тварин не виявлено. 
При візуальному патоморфологічному дослідженні було зазначено, що зовнішній вигляд піддослідних щурів не відрізнявся від контролю. Усі тварини були нормальної вгодованості, шерсть охайна, еластична, шкіра без лущення, слизові оболонки очей і носа без подразнень та виділень, урогенітальна зона чиста.
При вилученні з черепної коробки головного мозку – розширення,  наповнення кров'ю судин оболонок, крововиливів, або інших відхилень не спостерігалося.
При розтині грудної порожнини легені повітромісткі, рожеві, еластичні. Стороннього вмісту в грудній порожнині немає, тимус і серце без змін. Стравохід і трахея з щитоподібною залозою без особливостей. 
В черевній порожнини стороннього вмісту не виявлено, спайки відсутні, оточина прозора, без ущільнень і крововиливів. Поверхня печінки, нирок, селезінки гладенька, блискуча. На розрізі тканина печінки та селезінки однорідна за кольором та консистенцією. 
Нирки та надниркові залози звичайні за розміром та формою, на розрізі мають чітке розмежування мозкової і коркової речовини, без крововиливів. Підшлункова залоза має характерний сірувато-рожевий колір, однорідну консистенцію, без ознак некрозів. Зовнішня та внутрішня поверхні шлунка та кишечника – без змін. Сім'яники та придатки,  матка та яєчники – без особливостей.
Нижче надані результати гістологічних досліджень внутрішніх органів і тканин щурів самців та самок за кумулятивної дії 7‑ГОК. 
Головний мозок. Кора великих півкуль щурів контрольної групи мала типову будову і складалася з шести основних шарів. Поверхневий, молекулярний, шар містив невелику кількість клітин і складався з волокон клітин нижніх шарів, що проходили паралельно поверхні. Другий шар – зовнішній зернистий – містив багато тіл дрібних нейроцитів. Третій шар – пірамідний – найширший, його нейроцити мали пірамідну форму, від верхівок пірамід відходили головні дендрити, аксони відходили від основ пірамід. Четвертий шар – внутрішній зернистий – містив тіла дрібних зірчастих нейроцитів. Головною ознакою п′ятого – внутрішнього пірамідного шару була пірамідна форма клітинних тіл. Шостий шар складали поліморфні клітини різної форми.
Аналіз нейронів кори півкуль головного мозку, мозочка та елементів глії не виявив порушень в їх структурі у щурів самців та самок, що піддавалися впливу 7‑ГОК, порівняно з контрольними тваринами. 
Легені. Легенева тканина у контрольних тварин була звичайної повітровмісткої структури, альвеолоцити без особливостей. Бронхогенний епітелій не пошкоджений, порожнини бронхів вільні, містять поодинокі десквамовані клітини. Судини та капіляри міжальвеолярних перетинок помірно або іноді помітно повнокровні, відмічені локальні геморагії без ознак застою та аспірації крові у повітроносні шляхи агональної природи. Лимфоїдноклітинні перибронхіальні та периваскулярні інфільтрати звичайні за розмірами та за складом. 
У двох самців з  піддослідної групи спостерігали ділянкове потовщення міжальвеолярних перетинок, як правило, за рахунок розширення та повнокров'я капілярів, незначного сполучнотканинного набряку. У решти самців та в усіх самок, що піддавалися впливу 7-ГОК, змін тканин органу не виявлено.
Серце. У тварин контрольної групи міокардіоцити незмінені, з ніжно-зернистою саркоплазмою та, як правило, з видовженими  нормохромними ядрами, що розташовані по центру. Поперечна смугастість серцевого м′язу не завжди зберігалася. 
У одного самця з піддослідної групи спостерігали зернисту дистрофію міокардіоцитів. Судини помірно повнокровні. У решти самців та самок піддослідної групи змін не виявлено.
Печінка. У щурів самців та самок контрольної групи часточкова структура органу була типовою, характеризувалася радіально-балковим розташуванням гепатоцитів в межах печінкових часточок. Цитоплазма гепатоцитів – дрібнокрапельна, ядро з декількома ядерцями розташоване по центру. Сполучнотканинна строма слабко інфільтрована лімфоїдними елементами, судини строми помірно кровонаповненні. Жовчні протоки без змін. У поодиноких тварин спостерігали мікроосередкову локальну лімфоїдну інфільтрацію.
У щурів самців та самок, що піддавались впливу 7-ГОК, морфологічних  змін печінки, порівняно з контрольними тваринами, не виявлено.
Нирки.  У щурів обох статей контрольної крупи ниркові клубочки достатньо мономорфні за формою та розмірами. Порожнина капсули чиста та вислана одношаровим епітелієм. Нефротелій звивистих канальців та кровонаповнення судин без змін. Нефротелій частини канальців дещо набряклий, їхні просвіти звужені, всередині частини канальців відмічено накопичення пінистого еозинофільного вмісту.
У щурів самців та самок, що отримували 7‑ГОК, не виявлено морфологічних  відмінностей тканин нирок, порівняно з контрольними тваринами.  
Селезінка.  У щурів самців та самок контрольної групи загальна структура органу була без особливостей. Лімфоїдні фолікули білої пульпи звичайні за розміром з гермінативними центрами, мантійною та маргінальною зонами. Капсула і сполучнотканинні трабекули звичайні за будовою. Оточуюча червона пульпа помірно повнокровна. 
У одного самця з піддослідної групи відмічали помітне повнокров'я червоної пульпи. У решти самців та всіх самок морфологічних відмінностей не виявлено.
Шлунок.  У всіх контрольних щурів слизова оболонка залозистої частини шлунку по всій частині зрізу була збережена, цілісність та структура поверхневого та ямкового епітелію не порушена, просвіти залоз – чітки. Парієтальні, головні та залозисті епітеліоцити добре розрізнялися, підслизова та м′язова основи слизової – без змін, судини строми – без особливостей, звичайного кровонаповнення. В передшлунку цілісність та структура плаского ороговіваючого епітелію не була порушена.
У піддослідній групі щурів головні та парієтальні клітини часто були з ознаками некрозу, інколи спостерігалося активне слизоутворення та виразна десквамація поверхневих клітин. У більшості піддослідних тварин у власній пластині слизової оболонки спостерігалося помітне інфільтрування лімфоїдноклітинними елементами, подекуди – розростання сполучнотканинної строми. У окремих щурів було виявлено ділянки некротичних змін слизової оболонки.  В передшлунку, зокрема, в багатошаровому пласкому неороговіючому епітелії, відмінностей порівняно з контролем, не виявлено.
Тонка кишка.  У контрольних тварин обох статей ворсинки, мали типову пальцеподібну форму, фестончасті краї та були вислані одношаровим призматичним облямованим епітелієм. Епітеліальний пласт у основи ворсинок утворював пальцевидні вп'ячування – кишкові крипти. Строма ворсинки була представлена пухкою волокнистою сполучною тканиною, що належить до власної пластинки слизової оболонки. У стромі ворсинки містилися кровоносні капіляри вісцерального типу, в яких визначалися формені елементи крові, та лімфатичні капіляри. Зі строми ворсинок лейкоцити частково проникали у простір між ентероцитами.
У частини тварин піддослідної групи виявлено помітне інфільтрування лімфоїдноклітинними елементами у власній пластині слизової оболонки. У декількох самців виявлено повнокров'я ворсинчастих капілярів по верхньому краю слизової оболонки, активну десквамацію крайового епітелію.
Товста кишка.   Елементи слизової оболонки і підслизової основи щурів самців та самок контрольної та піддослідних груп були без специфічних змін. 
Сім'яники. У щурів самців піддослідної групи, так як і у тварин контрольної групи судини строми були помірно повнокровні, в сім'яних канальцях розташування клітин сперматогенного епітелію багаторядне, інтерстиціальна тканина – без особливостей. Як у контрольній так і у піддослідній групах в поодиноких випадках по периферії органа зустрічалися поодинокі сім'яні канальці зі злущеним епітелієм.
Яєчники.  У щурів самок піддослідної та контрольної групи не виявлено гістоморфологічних відмінностей яєчників.  Коркова речовина яєчників містить фолікули та жовті тіла на різних стадіях розвитку. Мозкова речовина васкуляризована, судини помірно розширені та повнокровні.
Результати морфологічних досліджень органів і тканин щурів самців та самок в умовах даного експерименту свідчать про те, що 7‑ГОК не викликає суттєвих морфофункціональних змін внутрішніх органів, окрім пошкоджень слизової оболонки шлунково-кишкового тракту, зокрема – запалення слизової оболонки шлунку з ознаками некрозу; повнокров′я, інфільтрація лімфоїдноклітинними елементами та десквамація крайового епітелію слизової оболонки тонкої кишки.
Таким чином, дослідження кумулятивних властивостей показали, що 7‑ГОК чинить слабку кумулятивну дію на організм щурів. За показником ″загибель тварин″ ККУМ > 4,0. Оскільки загибелі тварин не спостерігалось, то кумулятивна дія 7-ГОК має функціональний характер, що проявляється слабкою гепатотоксичною і нефротоксичною дією, пошкодженням слизової оболонки шлунково-кишкового тракту.  
Про гепатотоксичну дію 7-ГОК свідчать підвищення маси печінки, порушення ліпідного і вуглеводного обміну, зниження інтенсивності процесів N-деметилювання, вмісту цитохрому Р 450, інтенсифікація процесів фосфорилювання в паренхімі печінки. Гістопатологічних змін органу при цьому не виявлено.
Нефротоксична дія характеризується підвищенням концентрації сечовини в сироватці крові, зниження її в сечі при посиленні діурезу, збільшенням питомої ваги, концентрації хлоридів та йонів Н+ в сечі. Мікроскопічне дослідження виявило ушкодження нефротелію звивистих канальців. 
Ураження шлунково-кишкового тракту характеризується запаленням слизової оболонки шлунку з ознаками некрозу; повнокров′ям, інфільтрацією лімфоїдноклітинними елементами та десквамацією крайового епітелію слизової оболонки тонкої кишки.

Висновки


1.  При пероральному надходженні в організм ЛД50  7-ГОК для щурів самців і  самок, та мишей самців становить більше 10000 мг/кг. Згідно ГОСТ 12.1.007-7, 7-ГОК  за параметрами гострої пероральної токсичності відноситься до 4 класу небезпечності.
2.  ЛД50 7-ГОК  при епікутанному надходженні в організм щурів самців і самок більше 2000 мг/кг. Згідно ГОСТ 12.1.007-76, за параметрами гострої дермальної токсичності 7-ГОК відноситься до 4  класу небезпечності.
3.  7-ГОК не чинить подразнюючої дії на шкіру кролів, слабко подразнює слизові оболонки ока. 
4.  7-ГОК не чинить сенсибілізуючої та імунотоксичної дії (за результатами тесту РГСТ).
5.  7-ГОК проявляє слабку кумулятивну дію функціонального характеру з переважним ураженням нирок та печінки, викликає катаральне запалення слизових оболонок шлунку і тонкої кишки.  ККУМ за методом Ліма більше 4,0. 
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РОЗДІЛ   4
ТОКСИКОДИНАМІКА  7-ГІДРОКСИКУМАРИНУ ЗА   УМОВ СУБХРОНІЧНОЇ   ІНТОКСИКАЦІЇ


Тривале надходження речовини в організм, навіть в малих дозах, може викликати токсичну дію внаслідок метаболічних змін, порушення гомеостазу. Тому дослідження субхронічної токсичності дозволить одержати відомості щодо впливу 7-ГОК на органи та системи,  визначити характер та особливості його токсичної дії, максимально переносимі та недіючі дози, спрогнозувати можливість хронічних інтоксикацій.


4.1 Клінічний стан та динаміка маси тіла щурів за субхронічного впливу 7‑гідроксикумарину


Дослідження субхронічного перорального впливу 7‑ГОК проведено на 170 щурах обох статей, по 5 тварин однієї статі в групі. Початкова маса самців складала 130 - 140 г, самок – 125 - 140 г.
Встановлено, що внутрішньошлункове введення 7‑ГОК, у дозах 20, 50, 200 та 500 мг/кг упродовж трьох місяців не призводило до порушень загального стану щурів самців та самок. Їх активність та зоосоціальна поведінка не відрізнялись від таких у контрольних тварин, споживання води та їжі не змінювалось.
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	Динаміка приросту маси тіла впродовж дослідження наведено в табл. 4.1. Як видно з наведених даних (див. табл. 4.1) при дії мінімальної 


Таблиця 4.1  –  Приріст маси тіла  щурів  (% від початкової) за субхронічного впливу 7‑гідроксикумарину  ( ± S), n=10
	Доза мг/кг
	Час, тиждень

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Самці

	0
	127,4±3,0
	150,8±3,2
	173,0±4,7
	194,9±4,7
	212,8±6,1
	231,8±6,3
	248,2±7,5
	268,7±10,4
	281,6±9,9
	308,6±10,7
	317,8±11,5
	328,6±12,3
	328,4±13,1

	20 
	128,3±1,6
	149,3±2,5
	170,3±3,3
	195,3±4,6
	214,6±5,8
	232,1±9,0
	240,2±5,3
	270,3±12,9
	277,9±10,6
	301,6±12,4
	314,0±10,2
	332,7±9,9
	330,4±10,2

	50 
	127,3±2,3
	154,0±3,1
	164,1±4,0
	190,1±3,9
	205,1±4,8
	220,5±5,3
	236,5±5,1
	260,3±7,2
	275,9±7,4
	287,1±9,9
	287,8±10,2
	288,1±8,2*
	288,9±8,3*

	200 
	128,3±2,5
	145,2±2,0
	163,3±3,3
	183,0±4,0
	197,6±5,4
	211,1±8,0
	225,1±8,6
	243,1±7,7
	252,1±7,3*
	270,6±5,4*
	281,0±7,5*
	285,7±8,8*
	292,4±9,5*

	500 
	127,2±1,6
	147,8±2,5
	162,9±4,0
	186,3±4,6
	195,3±5,8
	210,1±7,8
	222,5±9,2
	243,6±18,9
	245,6±10,5*
	257,7±7,7*
	268,0±7,4*
	269,6±8,1*
	281,8±9,3*

	Самки

	0
	128,3±1,6
	145,7±1,6
	154,8±1,9
	171,7±2,7
	185,0±2,7
	183,1±5,3
	192,6±5,7
	197,0±5,6
	206,1±6,0
	208,7±7,3
	218,6±7,7
	221,5±7,6
	224,4±8,4

	20 
	129,2±1,8
	146,0±3,2
	152,2±2,9
	173,9±5,2
	183,3±4,6
	182,5±6,4
	190,3±5,8
	199,0±6,6
	205,4±6,0
	209,7±8,5
	215,7±8,6
	220,4±8,3
	226,5±8,6

	50 
	128,5±2,0
	146,0±2,3
	154,8±3,2
	172,3±2,8
	179,3±3,0
	187,9±3,5
	190,3±3,9
	183,7±3,3
	214,7±3,0
	212,3±3,9
	220,0±4,1
	220,4±3,9
	221,1±3,8

	200 
	122,2±2,8
	142,9±3,2
	159,2±3,5
	178,9±4,7
	189,1±5,9
	186,2±5,4
	188,5±5,8
	196,4±7,7
	201,0±7,9
	203,8±8,5
	208,0±8,6
	210,9±8,3
	212,5±8,2

	500 
	124,7±2,7
	140,5±3,3
	151,3±3,6
	168,5±4,0
	175,9±4,6
	185,5±4,7
	189,9±5,2
	197,0±5,5
	215,8±5,6
	219,4±4,5
	224,7±4,0
	227,5±3,8
	232,3±4,5
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дослідженої дози речовини статистично достовірних змін цього показника у піддослідних тварин не спостерігалось. У щурів самців, що отримували  7‑ГОК у дозі 50 мг/кг на 12‑13‑ому тижнях дослідження маса тіла була достовірно менше контрольних значень на 12 %, у самок змін маси тіла не виявлено. При дії 7-ГОК у дозі 200 мг/кг, починаючи з 9 тижня, маса тіла була меншою на 11‑12 %, порівняно з контрольними щурами. Вплив максимальної дослідженої дози також призводив до зниження маси тіла самців на 14‑18 % з 10 по 13 тиждень дослідження. На ріст самок щурів 7‑ГОК не впливав. 


4.2  Стан нервової системи щурів за субхронічного впливу 7‑гідроксикумарину


При пероральному надходженні 7-ГОК протягом 3-х місяців у дозах 20 - 500 мг/кг видимих ознак неврологічних порушень, проявів аномальної поведінки у щурів обох статей не виявлено.
Результати дослідження поведінкових реакцій щурів самців та самок в умовах ″відкритого поля″ наведено в табл. 4.2 і табл. 4.3. Як видно з наведених даних, 7‑ГОК у дозах 20 та 50 мг/кг не викликав змін у поведінці щурів самців та самок упродовж всього терміну дослідження. 
При дії дослідженої речовини в дозі 200 мг/кг зміни поведінкових реакцій спопостерігалися у щурів обох статей. У самців, вже через 2 місяці впливу речовини, виявлено зростання більше ніж удвічі кількості фрізінгів, що свідчило про наростання у тварин стану тривоги у відповідь на стресогенну ситуацію ″відкритого поля″ [151] та  переважання пасивно-оборонних форм поведінки [152].
Через 3 місяці у самців зберігався суттєво підвищений рівень фрізінгів (на 75 %), скорочувалась тривалість грумінгів більше ніж удвічі. У самок достовірних змін зазнавала тільки кількість фрізінгів, що збільшувалась на 73 %. 
Під впливом 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг  зміни поведінки набували максимальної вираженості. У самців, вже через один місяць, змінювалися показники як емоційного статусу, так і рухово-дослідницької активності. Кількість фрізінгів у них зростала в 2,8 разів, кількість актів уринації – в 2,1 рази. Зниження кількості пересічених квадратів у центральній зоні ″поля″ становило 62 %. Кількість стойок у центральній зоні ″поля″ була мінімальною як у піддослідних, так і у контрольних самців, що свідчило про початково високий рівень тривожності щурів у відповідь на незнайоме оточення. Кількість стойок у зовнішніх квадратах зменшувалася  на  47 %. 
Через 2 місяці впливу досліджуваної речовини в максимальній дозі зміни поведінкових реакцій виявлялися у щурів обох статей. У самців ці зміни зберігали тенденції, що мали місце у попередній строк дослідження і посилювалися залежно від часу експозиції. Кількість стойок була суттєво знижена в периферичній зоні ″поля″, у окремих тварин – відсутня, кількість пересічених зовнішніх квадратів ″поля″ була нижчою на 55 %, порівняно з тваринами контрольної групи. Зменшувалася тривалість грумінгів у 3,5 разів, кількість фрізінгів зростала втричі. 
80




Таблиця  4.2  –  Поведінкові    реакції   щурів   самців   за    субхронічного   впливу   7‑гідроксикумарину ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-
ження, міс
	Пересічені квадрати, од.
	Стойки, од.
	Тривалість грумінгу, с
	Фрізінги, од.
	Уринації, од.
	Дефекації, од.

	
	
	Внутрішні
	Зовнішні
	Внутрішні
	Зовнішні
	
	
	
	

	0
	1
	11,0±1,88
	42,0±8,74
	0,6±0,25
	7,2±0,92
	18,4±2,07
	6,4±0,98
	7,2±0,86
	2,2±0,71

	
	2
	7,8±1,40
	30,2±6,08
	2,0±0,45
	4,8±1,63
	17,8±2,09
	7,4±1,48
	9,6±1,64
	2,0±0,81

	
	3
	4,2±0,58
	33,4±4,41
	1,4±0,25
	4,0±1,14
	17,2±2,32
	12,0±1,14
	6,6±0,93
	2,0±0,45

	
	4
	3,0±0,32
	19,0±2,84
	1,0±0,40
	1,6±0,39
	21,4±4,96
	13,8±2,42
	1,8±0,58
	0,6±0,40

	20
	1
	12,4±2,14
	32,2±6,41
	0,8±0,40
	7,4±0,37
	17,8±1,70
	8,0±0,21
	9,2±3,01
	2,8±0,20

	
	2
	8,1±1,57
	28,8±5,90
	2,3±0,74
	3,8±1,35
	15,6±2,33
	8,1±2,02
	9,0±1,48
	1,6±0,81

	
	3
	4,8±0,97
	32,7±3,82
	1,6±0,32
	3,6±1,12
	15,2±2,84
	13,10±2,12
	7,0±1,27
	2,2±0,72

	50
	1
	13,8±3,88
	26,2±7,41
	0,8±0,38
	6,2±0,58
	23,6±1,70
	9,0±0,71
	11,2±2,01
	2,6±0,24

	
	2
	9,4±1,61
	34,8±6,88
	2,6±0,51
	4,4±0,93
	14,0±2,20
	8,8±1,02
	8,6±0,92
	2,2±0,86

	
	3
	3,6±0,51
	28,4±2,45
	1,2±0,20
	4,2±0,58
	18,2±3,22
	12,4±1,92
	5,0±1,05
	1,8±0,38

	200
	1
	7,6±2,14
	28,2±2,64
	0,6±0,40
	6,4±1,29
	29,8±5,11
	7,4±1,21
	9,0±2,28
	1,2±0,20

	
	2
	9,0±1,58
	38,6±6,36
	1,4±0,25
	4,6±1,35
	20,8±3,93
	15,2±2,70*
	10,0±1,27
	1,6±0,68

	
	3
	3,6±0,81
	19,2±2,40*
	1,0±0,32
	3,2±0,85
	8,2±0,86*
	21,0±2,89*
	5,2±0,85
	2,2±0,58

	500
	1
	4,2±1,24*
	25,2±7,43
	0,4±0,25
	3,8±0,37*
	28,8±7,02
	18,0±0,71*
	15,2±1,67*
	1,8±0,38

	
	2
	5,4±1,44
	13,6±1,81*
	1,0±0,32
	0,2±0,20*
	5,0±1,23*
	23,0±3,12*
	9,2±1,16
	2,8±0,80

	
	3
	3,2±0,58
	6,2±1,28*
	0*
	0,4±0,25*
	0,2±0,20*
	23,6±2,17*
	7,4±0,68
	1,4±0,51

	
	4 а
	2,6±0,25
	6,8±2,13 *
	0,6±0,24
	0,8±0,38
	15,2±2,74
	19,9±1,87
	2,8±0,58
	2,4±0,68


Примітка. а  –  відновлювальний період


Таблиця    4.3   –  Поведінкові   реакції    щурів   самок   за   субхронічного впливу   7‑гідроксикумарину   ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-
ження, міс
	Пересічені квадрати, од.
	Стойки, од.
	Тривалість грумінгу, с
	Фрізінги, од.
	Уринації, од.
	Дефекації, од.

	
	
	Внутрішні
	Зовнішні
	Внутрішні
	Зовнішні
	
	
	
	

	0
	1
	9,4±1,21
	26,0±4,90
	0,8±0,38
	5,6±1,33
	27,8±4,13
	10,8±1,63
	7,8±1,32
	0,8±0,38

	
	2
	10,0±1,93
	28,4±3,53
	1,0±0,32
	6,2±1,12
	27,0±4,27
	11,8±3,19
	7,6±1,29
	1,8±0,38

	
	3
	10,0±1,87
	41,0±5,88
	2,4±0,51
	4,6±0,82
	36,2±7,19
	12,6±0,75
	4,4±1,13
	0,6±0,26

	
	4
	12,2±1,75
	52,6±2,26
	4,6±0,93
	12,2±1,75
	20,0±3,37
	10,2±1,60
	1,4±0,51
	1,0±0,32

	20
	1
	9,7±1,08
	27,3±3,69
	0,9±0,40
	6,2±1,07
	27,5±3,36
	9,1±1,23
	8,2±1,68
	0,9±0,36

	
	2
	11,0±1,74
	26,8±2,38
	1,1±0,27
	6,3±1,31
	25,2±3,27
	11,7±4,02
	8,1±1,23
	1,5±0,47

	
	3
	8,8±1,12
	39,4±4,12
	2,2±0,71
	4,8±0,60
	36,5±5,12
	14,6±1,20
	4,7±0,97
	0,8±0,27

	50
	1
	10,6±1,08
	29,2±2,09
	0,4±0,24
	7,2±1,39
	28,0±3,86
	10,4±2,30
	11,8±1,40
	1,0±0,45

	
	2
	11,2±2,89
	33,0±5,83
	1,4±0,51
	5,6±1,70
	18,0±3,99
	12,2±4,32
	9,0±1,42
	1,0±0,45

	
	3
	7,6±1,33
	34,0±3,27
	1,8±0,38
	4,8±0,74
	26,8±4,17
	15,0±2,35
	3,6±0,51
	0,6±0,25

	200
	1
	10,0±0,71
	30,6±1,29
	0,6±0,24
	4,2±0,66
	38,0±2,71
	8,8±1,16
	11,2±1,16
	1,0±0,31

	
	2
	9,6±1,78
	28,6±5,08
	0,8±0,20
	3,8±0,92
	20,2±2,14
	19,0±4,60
	10,0±0,71
	1,2±0,90

	
	3
	7,8±0,58
	30,8±3,24
	1,6±0,24
	3,4±0,51
	21,2±4,13
	21,8±3,18*
	4,6±0,82
	0,8±0,38

	500
	1
	8,0±1,09
	20,6±3,09
	0,6±0,40
	3,8±1,07
	32,2±3,85
	11,6±2,14
	10,8±1,86
	0,8±0,38

	
	2
	6,0±2,03
	14,2±3,47*
	0,8±0,38
	0,8±0,38*
	29,8±2,83
	23,8±1,78*
	6,2±1,02
	1,4±0,51

	
	3
	4,6±1,08*
	23,4±2,66*
	0,25±0,25*
	1,8±0,38*
	12,2±1,72*
	19,0±1,93*
	5,2±0,97
	0,4±0,25

	
	4 а
	5,8±1,72*
	25,4±5,78*
	0,5±0,25*
	5,8±1,72*
	15,2±3,27
	19,4±1,87*
	2,0±0,71
	1,6±0,51


Примітка. а  –  відновлювальний період
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У самок, так само як і у самців, зменшувалася рухово-дослідницька активність, переважно на периферії ″поля″ – кількість пересічених квадратів зменшувалася удвічі, кількість стойок – на 87 %, крім того зростала кількість фрізінгів у два рази. Ці зміни посилювалися з часом. 
Через 3 місяці у самців кількість пересічених периферичних  квадратів зменшувалась на 81 %, у самок – на 43 %. У самок на зменшувалася горизонтальна активність в центральній зоні ″поля″ 54 %. У самців стойок у внутрішній зоні ″поля″ не спостерігалось, у зовнішній зоні їх кількість зменшувалася на 90 %. Кількість стойок самок  у внутрішній та зовнішній зонах ″поля″ зменшувалася на 89 % та 61 %, відповідно. Грумінг у самців спостерігався у поодиноких випадках, у самок його середня тривалість була втричі меншою ніж у контрольних тварин. Кількість фрізінгів зберігалася підвищеною – у самців на 96 %, у самок – на 51 %.
Через 1 місяць відновлювального періоду у тварин, що отримували 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг у самців зміненим залишався лише один показник – кількість пересічених зовнішніх квадратів, що була меншою на 64 % від контролю. У самок значною мірою зберігалися зміни, що мали місце після впливу 7‑ГОК: меншою (на 52 %) була кількість пересічених ними внутрішніх та зовнішніх квадратів, знижувалася кількість стойок (внутрішніх – на 89 %, зовнішніх – на 73 %), кількість фрізінгів була більшою на 90 %, порівняно з контрольними тваринами. 
Таким чином, вплив 7‑ГОК у дозах 200 і 500 мг/кг на поведінкові реакції щурів у ″відкритому полі″ характеризувався розбалансуванням показників психо-емоційного стану, пригніченням загальної рухової і дослідницької активності, посиленням поведінкових реакцій пасивно-оборонного характеру. Через місяць після відміни 7-ГОК відбувалося часткове відновлення поведінки щурів. Отримані результати показали, що за субхронічного впливу досліджуваної речовини зміни поведінкових  реакцій  щурів починалися раніше у самців, ніж у самок. У самців після відміни речовини відновлення поведінки відбувалось раніше, ніж у самок.


4.3  Вплив 7‑гідроксикумарину на периферичну систему крові щурів за умов субхронічної інтоксикації


Дослідження показників периферичної крові (табл. 4.4, 4.5) показали, що 7-ГОК при введенні щурам обох статей у дозах 20, 50 та 200 мг/кг протягом трьох місяців не призводив до змін концентрації гемоглобіну, кількості еритроцитів,  ретикулоцитів, лейкоцитів, тромбоцитів та лейкограми крові.
7‑ГОК у дозі 500 мг/кг через місяць впливу викликав зниження середнього вмісту гемоглобіну в еритроциті у самців на 6,3 %, у самок на 8,4 %. Через 2 місяці виявлено зниження концентрації гемоглобіну в крові у самців на 12,4 %, у самок – на 9,7 %. Кількість еритроцитів зменшувалася у самців на 8,6 %,  у самок – на  5,9 %. Через 3 місяці змін досліджених гематологічних показників, у порівнянні з контрольними тваринами, не виявлено. 
Отримані результати досліджень свідчать про те, що  7‑ГОК у дозі 500 мг/кг викликає гіпохромну  анемію у щурів обох статей.




Таблиця 4.4  -  Гематологічні показники щурів самців за субхронічної дії  7-ГОК  (± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Гемо-
глобін,
г/л
	Еритро-цити, х1012/л
	СВГ,  пг
	Ретикуло-цити, %
	Лейко-цити,
х109/л
	Тромбо-
цити,
х109/л

	0
	1
	154,07±1,66
	7,06±0,05
	21,81±0,24
	3,82±0,35
	16,72±1,46
	642,47±56,98

	
	2
	159,57±1,17
	7,34±0,06
	21,73±0,07
	3,44±0,28
	17,66±0,82
	715,81±42,49

	
	3
	143,54±2,03
	6,9±0,18
	20,84±0,54
	3,34±0,17
	16,68±1,23
	682,2±33,42

	20
	1
	156,27±2,84
	7,28±0,09
	21,74±0,27
	3,64±0,47
	17,21±2,16
	687,51±52,11

	
	2
	159,57±2,17
	7,38±0,09
	21,80±0,27
	3,32±0,37
	19,54±1,02
	709,61±32,57

	
	3
	141,8±2,71
	6,6±0,14
	21,05±0,45
	3,17±0,16
	17,01±1,23
	658,2±23,48

	50
	1
	156,11±3,47
	7,23±0,1
	21,58±0,30
	3,94±0,55
	20,22±1,94
	729,01±23,70

	
	2
	156,30±3,09
	7,32±0,12
	21,34±0,19
	3,48±0,41
	22,54±2,00
	675,24±43,05

	
	3
	138,43±1,93
	6,59±0,12
	21,05±0,65
	3,18±0,21
	15,24±0,81
	645,47±19,11

	200
	1
	153,11±2,37
	7,13±0,06
	21,47±0,27
	3,08±0,06
	21,24±3,02
	601,28±77,60

	
	2
	158,7±2,17
	7,24±0,13
	21,91±0,13
	3,32±0,25
	19,68±1,49
	688,38±22,02

	
	3
	141,30±3,77
	6,60±0,09
	21,39±0,45
	3,16±0,16
	16,44±0,97
	638,59±28,23

	500
	1
	146,48±4,22
	7,17±0,11
	20,42±0,49*
	3,04±0,24
	22,36±2,26
	671,77±52,80

	
	2
	139,71±5,06*
	6,71±0,10*
	20,79±0,53
	2,94±0,19
	17,82±0,71
	750,72±33,72

	
	3
	144,57±2,11
	6,99±0,17
	20,74±0,63
	3,00±0,10
	20,82±2,38
	561,31±57,03




Продовження табл.4.4
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Лейкограма, %

	
	
	Еозино-філи

	нейтро-філи паличко-ядерні
	нейтро-філи сегменто-ядерні
	Лімфоцити
	Моноцити
	Базофіли

	0
	1
	1±0,27
	0,6±0,29
	25,3±1,67
	69±1,96
	4±0,47
	0,1±0,10

	
	2
	1,5±0,22
	0,7±0,2
	23,5±2,59
	69,7±2,92
	4,6±0,10
	0

	
	3
	2,4±0,70
	0,5±0,16
	18,8±1,32
	74,7±1,6
	3,6±0,33
	0

	20
	1
	0,7±0,34
	0,3±0,12
	23,1±2,58
	64,6±2,73
	4,5±0,69
	0

	
	2
	1,25±0,66
	0,6±0,10
	20,6±1,10
	72,4±4,08
	4,8±0,41
	0

	
	3
	2,3±0,44
	0,6±0,29
	19,8±2,14
	69,3±2,78
	4,0±0,55
	0,13±0,13

	50
	1
	0,7±0,34
	0,3±0,20
	23,6±1,50
	72,2±1,59
	3,1±0,51
	0,1±0,10

	
	2
	2,1±0,40
	0,6±0,29
	20,1±3,32
	72,4±4,08
	4,8±0,41
	0

	
	3
	5,2±1,59
	1,5±0,65
	23,4±2,03
	64,6±2,73
	4,5±0,69
	0,2±0,12

	200
	1
	0,7±0,25
	0,1±0,10
	21,7±1,39
	73,2±1,19
	4,1±0,46
	0,2±0,20

	
	2
	1,25±0,66
	0,38±0,38
	17±1,93
	77,63±2,05
	3,63± 0,55
	0,13±0,13

	
	3
	2,3±0,44
	0,5±0,16
	23,1±2,58
	69,3±2,78
	4,7±0,82
	0,1±0,10

	500
	1
	0,8±0,41
	0,3±0,12
	26,6±1,37
	68,3±1,44
	4,0±0,55
	0

	
	2
	2,8±0,60
	0,6±0,10
	20,6±1,10
	71,7±0,82
	4,0±0,50
	0,3±0,12

	
	3
	4,3±0,54
	0,3±0,12
	19,8±2,14
	71,4±2,41
	4,2±0,37
	0







Таблиця 4.5   –  Гематологічні показники щурів самок за субхронічної дії  7‑ГОК  ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Гемо-
глобін,
г/л
	Еритро-цити, х1012/л
	СВГ,  пг
	Ретикуло-цити, %
	Лейко-цити,
х109/л
	Тромбо-
цити,
х109/л

	0
	1
	155,74±4,03
	7,04±0,15
	22,14±0,49
	3,8±0,32
	21,84±1,71
	703,87±77,79

	
	2
	157,66±4,62
	7,17±0,10
	21,98±0,37
	3,18±0,25
	19,28±1,06
	712,72±42,63

	
	3
	135,88±0,41
	6,6±0,06
	20,59±0,18
	3,24±0,18
	18,9±2,17
	675,34±82,71

	20
	1
	154,98±4,14
	7,21±0,15
	21,00±0,38
	3,67±0,48
	22,17±1,29
	684,85±61,25

	
	2
	161,66±3,19
	7,31±0,09
	21,97±0,21
	3,09±0,31
	19,40±0,56
	724,30±28,16

	
	3
	133,8±0,38
	6,64±0,07
	20,18±0,47
	3,17±0,17
	16,98±1,37
	689,78±51,37

	50
	1
	158,78±3,07
	7,33±0,10
	21,66±0,35
	3,94±0,38
	20,72±0,79
	765,54±66,34

	
	2
	159,81±1,74
	7,27±0,05
	21,97±0,13
	3,34±0,29
	18,26±0,56
	728,67±23,37

	
	3
	131,25±1,79
	6,48±0,07
	20,28±0,35
	3,10±0,17
	17,88±1,30
	661,57±30,93

	200
	1
	148,32±3,98
	6,93±0,08
	21,41±0,64
	3,40±0,31
	24,98±2,86
	649,01±82,94

	
	2
	161,25±3,19
	7,35±0,12
	21,96±0,47
	3,22±0,23
	21,86±1,98
	721,1±31,11

	
	3
	136,12±2,98
	6,74±0,09
	20,19±0,32
	3,24±0,14
	18,42±1,94
	742,6±42,95

	500
	1
	146,73±4,21
	7,24±0,18
	20,26±0,38*
	3,38±0,24
	17,86±0,82
	614,93±39,17

	
	2
	142,42± 2,26*
	6,75±0,05*
	21,10±0,28
	3,70±0,23
	18,72±2,04
	734,29±43,37

	
	3
	133,64±1,23
	6,65±0,16
	20,14±0,55
	3,26±0,12
	14,76±0,48
	504,87±35,01




Продовження табл.4.5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Лейкограма, %

	
	
	Еозинофіли
	Нейтро-філи паличко-ядерні
	Нейтро-філи сегменто-ядерні
	Лімфоцити
	Моноцити
	Базофіли

	0
	1
	3,1±0,53
	0,2±0,20
	22,6±0,93
	69,7±1,25
	4,1±0,29
	0,3±0,12

	
	2
	3,1±0,53
	0,2±0,20
	22,6±0,93
	69,7±1,25
	4,1±0,29
	0,3±0,12

	
	3
	3,5±0,50
	0,4±0,19
	17,9±1,63
	73,8±1,71
	5,0±0,91
	0

	20
	1
	3,2±0,87
	0,2±0,12
	23,3±2,96
	66,6±1,13
	4,3±0,75
	0

	
	2
	2,8±0,46
	0,3±0,20
	21,0±1,39
	69,5±1,80
	4,2±0,64
	0

	
	3
	3,4±0,43
	0,3±0,20
	19,8±2,12
	72,0±1,64
	4,8±0,12
	0,1±0,10

	50
	1
	3,4±0,58
	0,5±0,22
	23,3±0,90
	67,3±1,29
	4,8±0,12
	0,4±0,19

	
	2
	3,4±0,58
	0,5±0,22
	23,3±0,90
	67,3±1,29
	4,8±0,12
	0,4±0,19

	
	3
	4,6±0,58
	1±0,27
	23,3±2,96
	66,7±2,93
	4,3±0,75
	0,1±0,10

	200
	1
	3,4±0,43
	0,5±0,27
	24,4±0,9
	66,6±1,13
	4,5±0,67
	0 

	
	2
	3,4±0,43
	0,5±0,27
	24,4±0,9
	66,6±1,13
	4,5±0,67
	0 

	
	3
	3,2±0,87
	0,4±0,19
	21±1,39
	72±1,64
	3,4±0,78
	0 

	500
	1
	2,8±0,46
	0,2±0,12
	23,4±1,07
	69,5±1,80
	4,2±0,64
	0 

	
	2
	2,8±0,46
	0,2±0,12
	23,4±1,07
	69,5±1,80
	4,2±0,64
	0 

	
	3
	2,8±0,60
	0,3±0,20
	19,8±2,12
	72,5±2,79
	4,4±0,60
	0,2±0,12



4.4  Клініко-біохімічні  показники  сироватки крові та сечі щурів за умов субхронічної дії 7‑гідроксикумарину


Результати досліджень біохімічних показників сироватки крові щурів самців та самок за субхронічної дії 7‑ГОК надані в  таблицях 4.6, 4.7.
Як видно з наведених даних (див. табл. 4.6 і 4.7), за дії 7-ГОК у  дозі 20 мг/кг упродовж 3-х місяців статистично достовірних змін досліджених показників сироватки крові не виявлено. 
За введення 7‑ГОК у діапазоні доз 50-500 мг/кг не виявлено змін активності ферментів АсАТ і ЛДГ, концентрації холестерину, загального білка, креатиніну, хлоридів  упродовж трьох місяців експерименту. 
При дії 7-ГОК у дозі 50 мг/кг у щурів самців через 1 місяць спостерігалося зниження вмісту глюкози в сироватці крові на 58,2 %. У самок зміни показників сироватки крові відбувалися пізніше і були більш вираженими. Залежно від часу впливу підвищувалася концентрація тригліцеридів через 2 і 3 місяці на 21,1 % і 43,1 %, відповідно.  Наприкінці експозиції виявлялося підвищення активності АлАТ (на 36,1 %) у сироватці крові.
У дозі 200 мг/кг 7‑ГОК через 1 місяць  у щурів обох статей викликав ознаки порушення вуглеводного обміну – знижувалася концентрація глюкози на 64,0 % у самців та на 50,3 % у самок.  У самок, упродовж усієї експозиції (через 1, 2 і 3 місяці), виявлялася дисліпідемія – підвищувався вміст тригліцеридів на 140,0 %, 32,0 % і 69,6 %, відповідно. Концентрація сечовини у сироватці крові зростала на 31,3% тільки через 2 місяці впливу 7‑ГОК.Через 3 місяці у сироватці крові самок виявлялося підвищення активності АлАТ на 39,8 % і ЛФ – на 22,3 %.  



Таблиця 4.6   –  Біохімічні параметри сироватки крові щурів самців після субхронічного введення  7-ГОК ( ± S), n=5 
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Загальний  білок, г/л
	Креатинін, мкМ/л
	Сечовина, мМ/л
	АлАТ,
мкМ/год.·мл
	АсАт, мкМ/год.·мл

	0
	1
	67,75±1,85
	84,96±3,22
	6,74±0,19
	1,64±0,07
	2,20±0,09

	
	2
	70,85±3,28
	127,07±4,57
	7,79±0,22
	1,59±0,15
	2,68±0,08

	
	3
	73,00±3,53
	111,77±1,75
	6,72±0,19
	1,24±0,10
	2,06±0,20

	
	4
	77,55±3,31
	165,85±8,39
	9,15±0,54
	1,46±0,03
	2,07±0,50

	20
	1
	67,65±2,13
	87,67±2,34
	6,80±0,37
	1,58±0,09
	2,28±0,08

	
	2
	71,25±2,74
	126,11±3,78
	7,98±0,35
	1,61±0,09
	2,67±0,11

	
	3
	69,24±3,18
	110,80±1,79
	6,48±0,16
	1,36±0,14
	2,04±0,14

	50
	1
	70,65±5,07
	92,04±4,07
	7,64±0,82
	1,50±0,07
	2,46±0,08

	
	2
	77,25±3,49
	132,75±5,00
	8,19±0,23
	1,86±0,18
	2,65±0,15

	
	3
	75,25±4,78
	107,18±2,30
	7,64±0,82
	1,46±0,10
	2,42±0,20

	200
	1
	72,90±3,77
	91,33±3,05
	7,20±0,16
	1,52±0,14
	2,48±0,13

	
	2
	79,40±2,57
	128,49±4,80
	8,17±0,35
	1,64±0,12
	2,52±0,16

	
	3
	67,65±2,71
	113,80±2,49
	7,20±0,16
	1,34±0,11
	2,13±0,05

	500
	1
	75,95±3,49
	92,75±1,64
	8,25±1,04
	1,80±0,23
	2,16±0,07

	
	2
	78,90±2,60
	118,33±6,38
	8,84±0,42
	2,45±0,14*
	2,48±0,07

	
	3
	68,90±2,25
	106,85±4,79
	10,11±0,12*
	1,98±0,15*
	2,30±0,07

	
	4 а
	75,10±3,16
	168,15±13,64
	15,07±0,78*
	1,54±0,18
	2,19±0,07



Продовження табл. 4.6
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	ЛФ, мкМ/с·л
	ЛДГ, мкМ/с·л
	Глюкоза,
мМ/л
	Тригліце-риди,
мМ/л
	Холесте-рин,
мМ/л
	Хлориди, мМ/л

	0
	1
	4,59±0,44
	6,72±1,29
	4,33±0,36
	0,96±0,17
	2,06±0,16
	100,63±3,46

	
	2
	5,56±0,31
	12,95±0,97
	3,05±0,63
	1,02±0,04
	2,13±0,12
	106,79±3,27

	
	3
	4,19±0,44
	15,44±0,77
	3,43±0,66
	1,14±0,15
	1,61±0,13
	108,97±2,21

	
	4
	4,01±0,50
	11,83±0,49
	3,32±0,13
	1,42±0,10
	2,12±0,06
	109,43±1,51

	20
	1
	4,48±0,32
	6,80±1,47
	4,27±0,42
	1,03±0,23
	2,13±0,12
	100,21±2,73

	
	2
	5,78±0,67
	11,93±0,97
	2,89±0,86
	0,97±0,08
	2,11±0,09
	105,81±4,01

	
	3
	4,18±0,51
	15,67±0,61
	3,27±0,21
	1,11±0,06
	0,66±0,09
	106,79±1,94

	50
	1
	5,08±0,10
	7,78±1,75
	1,81±0,08*
	0,83±0,08
	2,33±0,05
	99,46±3,20

	
	2
	6,85±0,92
	10,33±1,79
	2,89±0,64
	1,02±0,09
	1,98±0,10
	110,58±4,10

	
	3
	4,40±0,37
	14,07±0,57
	3,11±0,48
	1,00±0,06
	1,73±0,07
	106,65±3,24

	200
	1
	5,78±0,94
	13,00±4,34
	1,56±0,02*
	1,06±0,43
	2,36±0,10
	97,89±1,21

	
	2
	5,74±0,44
	15,75±1,30
	2,59±0,84
	0,91±0,14
	2,15±0,09
	97,21±3,33

	
	3
	4,82±0,21
	15,69±0,44
	3,25±0,52
	1,11±0,10
	1,87±0,08
	108,32±2,15

	500
	1
	5,79±0,69
	9,09±1,81
	2,84±0,44*
	0,94±0,15
	1,94±0,08
	97,40±1,92

	
	2
	6,27±0,73
	12,51±1,32
	2,02±0,17
	1,16±0,06
	2,23±0,11
	102,74±2,44

	
	3
	6,49±0,59*
	17,18±0,50
	2,37±0,32
	1,12±0,12
	1,71±0,05
	107,58±2,86

	
	4 а
	5,97±0,36*
	13,54±1,00
	3,01±0,14
	1,76±0,18
	2,07±0,11
	110,32±2,34


Примітка. а – відновлювальний період 


Таблиця 4.7  –  Біохімічні параметри сироватки крові щурів самок  після субхронічного введення  7-ГОК ( ± S), n=5 
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Загальний білок, г/л
	Креатинін, мкМ/л
	Сечовина, мМ/л
	АлАТ,
мкМ/год.·мл
	АсАТ,
мкМ/год.·мл

	0
	1
	74,10±5,54
	96,17±1,81
	7,74±0,50
	1,46±0,19
	2,30±0,11

	
	2
	80,85±1,86
	127,83±3,52
	7,92±0,25
	1,89±0,08
	2,53±0,07

	
	3
	76,60±1,51
	130,78±4,38
	7,05±0,12
	1,08±0,03
	2,18±0,03

	
	4
	75,95±2,39
	152,09±6,38
	10,82±0,57
	1,46±0,03
	2,26±0,11

	20
	1
	76,00±2,37
	94,87±1,32
	8,04±0,55
	1,32±0,15
	2,27±0,14

	
	2
	78,21±2,17
	131,81±3,41
	8,16±0,38
	1,79±0,08
	2,62±0,11

	
	3
	77,41±2,18
	131,11±8,64
	6,89±0,18
	0,83±0,02
	2,15±0,12

	50
	1
	80,30±2,83
	100,18±4,46
	7,99±0,55
	1,10±0,06
	2,32±0,05

	
	2
	78,65±1,68
	131,11±3,93
	9,42±0,58
	1,70±0,05
	2,66±0,13

	
	3
	74,70±4,13
	125,52±9,97
	7,42±0,77
	1,47±0,02*
	2,08±0,11

	200
	1
	79,25±4,18
	84,03±5,74
	9,12±1,41
	1,74±0,06
	2,72±0,16

	
	2
	84,95±1,07
	126,85±1,91
	10,40±0,78*
	1,70±0,11
	2,29±0,10

	
	3
	77,38±6,30
	120,29±3,54
	7,53±0,21
	1,51±0,02*
	2,18±0,15

	500
	1
	81,45±3,82
	94,16±1,03
	7,04±0,36
	1,24±0,02
	2,28±0,07

	
	2
	85,75±2,35
	124,23±1,97
	10,93±0,78*
	1,72±0,04
	2,36±0,04

	
	3
	72,65±3,73
	125,87±8,30
	9,16±0,19*
	1,65±0,02*
	1,91±0,14

	
	4а
	80,00±4,34
	153,40±7,23
	18,32±2,32*
	1,54±0,18
	2,23±0,11



Продовження табл.4.7
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	ЛФ, мкМ/с·л
	ЛДГ, мкМ/с·л
	Глюкоза, мМ/л
	Тригліце-риди,
мМ/л
	Холесте-рин,
мМ/л
	Хлориди, мМ/л

	0
	1
	4,89±0,33
	8,92±1,43
	3,68±0,40
	0,83±0,07
	1,90±0,18
	102,40±2,56

	
	2
	5,24±0,57
	10,52±0,78
	3,03±0,32
	1,04±0,06
	2,18±0,14
	107,52±3,47

	
	3
	3,18±0,24
	14,26±1,81
	3,22±0,18
	1,02±0,07
	1,96±0,13
	108,86±4,17

	
	4
	4,32±0,82
	10,96±0,59
	3,09±0,14
	1,21±0,15
	2,37±0,11
	108,03±1,58

	20
	1
	4,52±0,48
	9,72±0,97
	3,82±0,38
	0,90±0,18
	1,87±0,14
	101,20±3,21

	
	2
	5,24±0,37
	10,87±0,98
	2,98±0,22
	1,01±0,09
	2,13±0,09
	110,7±2,78

	
	3
	3,24±0,27
	13,47±1,11
	3,37±0,48
	0,98±0,08
	2,06±0,02
	106,28±3,57

	50
	1
	4,08±0,08
	10,21±0,63
	2,90±0,23
	1,24±0,23
	2,12±0,12
	105,05±3,36

	
	2
	3,98±0,35
	11,76±1,64
	2,61±0,26
	1,26±0,05*
	1,93±0,11
	111,74±3,56

	
	3
	3,67±0,34
	14,63±0,57
	3,57±0,88
	1,46±0,12*
	1,82±0,05
	105,21±2,75

	200
	1
	5,25±0,59
	7,53±0,73
	1,83±0,04*
	2,00±0,23*
	2,20±0,19
	97,69±1,61

	
	2
	5,69±0,87
	10,71±1,20
	2,23±0,39
	1,37±0,12*
	2,17±0,15
	110,42±3,38

	
	3
	3,89±0,14*
	13,07±1,11
	3,50±0,32
	1,73±0,09*
	1,82±0,17
	108,17±2,54

	500
	1
	5,53±0,42
	10,77±0,73
	1,74±0,02*
	1,96±0,08*
	1,93±0,04
	102,35±2,13

	
	2
	5,87±0,45
	13,07±1,04
	1,83±0,11*
	1,47±0,11*
	2,38±0,12
	101,74±2,85

	
	3
	4,39±0,49*
	13,88±0,88
	1,87±0,29*
	1,80±0,05*
	1,87±0,08
	108,72±1,14

	
	4 а
	4,04±0,35
	12,36±0,80
	2,57±0,23
	1,76±0,08*
	2,35±0,09
	110,57±1,82


Примітка. а – відновлювальний період 
7‑ГОК у дозі 500 мг/кг у самців викликав тимчасове зниження концентрації глюкози у сироватці крові на 34,4 % на початку дослідження (1 міс.), підвищення активністі ферментів – АлАТ (на 54,1 % і 59,7 % через 2 і 3 міс., відповідно) та ЛФ (на 54,9 % через 3 міс.), концентрації сечовини (на 50,4 % через 3 міс.). У самок під впливом максимальної дози 7-ГОК знижувався рівень глюкози в сироватці крові – на 52,7 %, 39,6 % і 41,9 % та підвищувалась концентрація тригліцеридів  - на  136 %, 41,3 % і 76,5 % через 1, 2  і 3 міс., відповідно. Через 3 міс. впливу 7‑ГОК зростала  активність ферментів – АлАТ (на 52,8 %) і ЛФ (на 38,1 %). В сироватці крові самок збільшувався вміст сечовини через 2 і 3 міс. на 38,0 % і  30,0 %, відповідно.
Після відновлювального періоду у тварин, що отримували максимальну дозу 7‑ГОК відбувалася часткова нормалізація досліджених біохімічних показників крові. В сироватці крові підвищеними залишались  активність ЛФ (на 48,9 %) у самців та вміст тригліцеридів (на 45,5 %) у самок. Концентрація сечовини в сироватці крові на цьому етапі дослідження була підвищеною у тварин обох статей (на 64,7 % у самців і 69,3 % у самок).
Результати дослідження показників сечі щурів самців і самок наведено в таблицях 4.8, 4.9. Як видно з наведених даних, субхронічна дія 7-ГОК у дозі 20  мг/кг не викликала змін досліджених біохімічних та фізіологічних показників сечі. В діапазоні доз 50-500 мг/кг вплив 7‑ГОК не призводив до змін таких  показників сечі: питома вага, концентрації  креатиніну, глюкози, сечовини, хлоридів. За дії речовини у дозах 50, 200 і 500 мг/кг, через 3 місяці експозиції, концентрація білка в сечі зростала дозозалежно у самок – на 116 %, 150 % і 433 %, у самців – на 42,8 %, 171 % і 200 %, відповідно. 
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Таблиця 4.8   –  Показники сечі щурів самців за субхронічної дії  7-ГОК ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Білок, г/л
	рН
	Питома вага, г/мл
	Креатинін, мМ/л
	Глюкоза, мМ/л
	Сечовина, мМ/л
	Хлориди, мМ/л

	0
	1
	0,07±0,008
	6,98±0,53
	1,040±0,011
	11,52±0,80
	0,90±0,08
	455,61±81,06
	46,00±3,87

	
	2
	0,06±0,003
	6,56±0,11
	1,020±0,010
	12,52±1,76
	[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]0,43±0,02
	508,94±48,39
	61,22±3,03

	
	3
	0,07±0,008
	6,30±0,07
	1,032±0,010
	13,52±1,75
	0,31±0,03
	392,24±51,89
	86,19±11,66

	
	4
	0,05±0,006
	6,65±0,10
	1,021±0,010
	25,42±6,13
	0,15±0,02
	356,46±55,42
	68,83±3,51

	20
	1
	0,07±0,007
	6,87±0,47
	1,032±0,011
	10,74±0,69
	0,9±0,04
	459,36±72,10
	49,18±5,12

	
	2
	0,07±0,008
	6,52±0,13
	1,020±0,010
	12,48±0,97
	0,47±0,03
	494,65±58,80
	60,89±2,22

	
	3
	0,06±0,008
	6,30±0,11
	1,031±0,011
	13,78±1,37
	0,35±0,03
	389,02±52,36
	84,21±12,20

	50
	1
	0,08±0,008
	6,62±0,31
	1,020±0,012
	10,55±0,94
	0,90±0,05
	470,79±58,91
	36,28±10,83

	
	2
	0,08±0,002
	6,36±0,10
	1,020±0,010
	10,88±1,37
	0,43±0,02
	440,58±58,91
	58,32±2,22

	
	3
	0,10±0,008*
	6,30±0,23
	1,012±0,011
	13,55±1,15
	0,37±0,02
	429,12±51,38
	59,57±13,00

	200
	1
	0,07±0,008
	6,42±0,35
	1,010±0,010
	11,72±0,98
	1,07±0,01
	403,92±52,37
	55,33±3,47

	
	2
	0,08±0,007
	6,64±0,10
	1,010±0,001
	12,81±1,46
	0,39±0,03
	422,89±40,10
	57,64±3,12

	
	3
	0,19±0,009*
	6,10±0,09
	1,021±0,001
	19,29±2,38
	0,30±0,03
	472,70±47,96
	81,85±4,92

	500
	1
	0,07±0,01
	6,20±0,32
	1,060±0,011
	13,20±1,14
	1,07±0,01
	363,83±41,72
	51,50±5,12

	
	2
	0,08±0,012
	6,56±0,13
	1,030±0,010
	12,44±1,01
	0,41±0,05
	587,13±41,44
	57,93±4,45

	
	3
	0,21±0,012*
	5,60±0,24*
	1,030±0,010
	18,49±2,97
	0,31±0,06
	495,89±99,81
	89,95±6,16

	
	4 а
	0,05±0,010
	6,47±0,20
	1,030±0,001
	28,35±4,72
	0,14±0,01
	438,71±40,24
	67,37±11,49


Примітка. а – відновлювальний період 


Таблиця 4.9  –  Показники сечі щурів самок за субхронічної дії  7-ГОК ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Білок, г/л
	рН
	Питома вага, г/мл
	Креатинін, мМ/л
	Глюкоза, мМ/л
	Сечовина, мМ/л
	Хлориди, мМ/л

	0
	1
	0,06±0,008
	6,84±0,11
	1,010±0,010
	7,02±0,52
	0,95±0,05
	419,07±20,98
	35,34±5,05

	
	2
	0,06±0,003
	6,68±0,04
	1,030±0,010
	10,52±1,11
	0,39±0,15
	489,22±33,05
	35,32±2,50

	
	3
	0,06±0,008
	6,90±0,08
	1,020±0,010
	15,24±1,67
	0,26±0,04
	511,81±63,05
	51,76±4,43

	
	4
	0,06±0,006
	6,65±0,10
	1,031±0,011
	21,30±4,87
	0,18±0,02
	421,12±23,54
	46,16±1,30

	20
	1
	0,07±0,010
	6,16±0,31
	1,010±0,010
	6,87±0,48
	0,82±0,06
	417,08±15,77
	37,68±2,37

	
	2
	0,06±0,001
	6,66±0,04
	1,020±0,010
	11,07±1,07
	0,39±0,03
	478,09±28,16
	35,14±2,13

	
	3
	0,08±0,007
	6,60±0,12
	1,030±0,010
	16,67±1,11
	0,15±0,02
	518±48,94
	53,00±4,18

	50
	1
	0,08±0,006
	6,84±0,25
	1,010±0,030
	5,75±0,03
	0,82±0,05
	402,04±15,08
	35,28±4,89

	
	2
	0,08±0,010
	6,74±0,06
	1,020±0,010
	12,75±1,93
	0,33±0,04
	432,48±47,31
	34,51±3,89

	
	3
	0,13±0,006*
	6,49±0,11*
	1,02±0,001
	17,96±1,25
	0,45±0,10
	480,52±41,18
	43,33±7,87

	200
	1
	0,09±0,008
	6,58±0,12
	1,020±0,010
	8,48±0,67
	1,05±0,01
	417,42±24,73
	44,86±4,71

	
	2
	0,07±0,008
	6,42±0,14
	1,030±0,010
	12,67±1,37
	0,31±0,04
	429,95±60,14
	39,84±5,48

	
	3
	0,15±0,030*
	5,94±0,17*
	1,030±0,010
	16,14±1,20
	0,30±0,05
	578,86±116,95
	53,86±8,25

	500
	1
	0,06±0,007
	6,36±0,14
	1,010±0,001
	8,51±0,51
	1,05±0,01
	414,28±22,66
	34,01±2,34

	
	2
	0,06±0,008
	6,52±0,12
	1,020±0,001
	11,03±1,30
	0,43±0,07
	449,03±24,27
	38,56±4,79

	
	3
	0,32±0,030*
	5,84±0,03*
	1,020±0,001
	12,16±0,75
	0,36±0,05
	407,89±24,75
	48,17±3,94

	
	4 а
	0,06±0,007
	6,47±0,20
	1,022±0,001
	20,04±1,41
	0,21±0,04
	434,17±10,18
	45,84±8,25


Примітка. а – відновлювальний період 
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Показник pH сечі у щурів самок знижувався дозозалежно – на 6,1 %, 13,9 % і 15,4 %, відповідно; у самців – тільки через 3 місяці досліджень  на 11 %  за дії максимальної дози речовини. Після відновлювального періоду змін параметрів сечі тварин, що зазнали впливу 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг,  не  виявлено.
Таким чином, дані клініко-біохімічних досліджень cвідчать про те, що 7‑ГОК за умов субхронічної дії у дозах 50, 200 та 500 мг/кг призводив до дисфункції як печінки, так і нирок. Гепатотоксична дія 7‑ГОК була більш вираженою у самок щурів, ніж у самців. Вплив на печінку спостерігався в діапазоні доз 50 – 500 мг/кг і проявлявся дозозалежним зниженням концентрації глюкози та підвищенням концентрації тригліцеридів, сечовини, активності АлАТ і ЛФ у сироватці крові.
Виявлені статеві відмінності у дії 7-ГОК. У самок зниження рівня глюкози наставало при дії 7‑ГОК у дозах 200 та 500 мг/кг, підвищення тригліцеридів у сироватці крові в дозах 50 – 500 мг/кг. У самців зниження  концентрації глюкози було тимчасовим, хоча й виявлялося при більш широкому діапазоні доз (50 – 500 мг/кг), а показники ліпідного обміну не зазнавали статистично достовірних змін протягом всього експерименту. Підвищення активності ферментів-індикаторів гепатоцитотоксичності  –  ЛФ та АлАТ [153, 154] у самок, порівняно з самцями, виявлялося в ширшому діапазоні доз, проте лише через 3 місяці впливу речовини. У самців підвищення активності вказаних ферментів відбувалося тільки за дії максимальної дози досліджуваної речовини.
Функціональний стан нирок за субхронічного впливу 7‑ГОК характеризувався протеїнурією, що свідчила про порушення гломерулярної фільтрації білка та процесу його реабсорбції у канальцях [155], підвищенням екскреції Н+ з сечею.

4.5 Активність ферментів плазматичних мембран гепатоцитів щурів за субхронічної дії 7‑гідроксикумарину

	
Печінка є головним органом метаболізму ендогенних та екзогенних речовин. Первинними мішенями їх дії є мембранні структури клітин. Плазматичні мембрани (ПМ) – найперша ланка в сприйнятті клітиною всіх зовнішніх сигналів, їх проведенні і трансформації у клітинну відповідь. Тому, при вивченні клітинних і молекулярних механізмів дії речовин різної природи, значна увага приділяється саме особливостям їх взаємодії з ПМ.
Одним з найбільш чутливих показників впливу речовин ендогенного і екзогенного походження на стан ПМ клітини є зміна активності мембранозв'язаних ферментів [156]. Одними з таких ферментів є Мg2+,Са2+-АТФаза (КФ 3.6.1.38) та Na+,K+‑АТФаза (КФ 3.6.1.37), що регулюють іонний гомеостаз в клітині. Порушення їх роботи призводить до змін внутрішньоклітинної концентрації іонів Са2+,  Na+ та K+, що може спричинити низку метаболічних змін у клітині. Безпосереднього впливу біологічно активних речовин зазнають також мембранні ектоферменти, активні центри яких орієнтовані в позаклітинне середовище, зокрема, екто-АТФаза (КФ 3.6.1.3) та 5′‑нуклеотидаза (КФ 3.6.1.5). Порушення активності цих ферментів під впливом біологічно активних речовин, у свою чергу, викликає дисбаланс позаклітинної регуляції.
Дослідження мембранотропної активності 7-ГОК проведено на щурах самках після трьохмісячної експозиції.
Результати дослідження активності ферментів ПМ гепатоцитів наведено в табл. 4.10.




Таблиця 4.10   –  5′-нуклеотидазна та екто-АТФазна активності плазматичних мембран гепатоцитів щурів самок за дії  7-ГОК упродовж 3-х місяців ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	5′-нуклеотидаза,
нМ Фн/хв.·мг білка
	екто-АТФаза,
нМ Фн/хв.·мг білка

	0 (контроль)
	219,41±21,78
	168,81±16,46

	20 
	222,47±20,87
	162,36±12,31

	50 
	225,25±30,46
	157,23±12,98

	200 
	229,41±36,88
	158,36±11,73

	500 
	227,66±25,62
	156,25±8,44



Як видно з наведених даних (див. табл. 4.10), вплив 7‑ГОК в  дозах від 20 до 500 мг/кг не призводив до зміни активності 5′-нуклеотидази та екто‑АТФази ПМ гепатоцитів щурів. Na+,K+-АТФазна та Мg2+,Са2+‑АТФазна активності за дії 7‑ГОК у дозах 20, 50, 500 мг/кг була на рівні контролю. В дозі 500 мг/кг спостерігалося достовірне зниження Na+,K+‑АТФазної активності ПМ гепатоцитів на 18 % , та тенденція до зниження Мg2+,Са2+‑АТФазної активності на 17,2 % (див. табл. 4.11).


Таблиця 4.11  –  Na+, K+-АТФазна та Мg2+, Са2+-АТФазна активності плазматичних мембран гепатоцитів самок  щурів за дії  7‑ГОК упродовж 3-х місяців  ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Na+,K+-АТФаза,
нМ Фн/хв.·мг білка
	Мg2+,Са2+-АТФаза,
нМ Фн/хв.·мг білка

	0 (контроль)
	40,0±1,63
	33,6±1,56

	20
	38,6±2,40
	31,53±3,70

	50
	36,8±2,70
	31,53±3,70

	200
	35,55±5,20
	30,85±4,80

	500
	32,79±1,91*
	27,83±5,31


Відомо, що каталітична активність багатьох мембранозв'язаних ферментів залежить від стану ліпідного матриксу мембрани. Оскільки ліпіди беруть участь у фіксуванні ферментів у мембранах і є неполярним середовищем для жиророзчинних субстратів та кофакторів, вони можуть визначати орієнтацію, конформаційні зміни ферментів і виступати як кофактори та регулятори ферментативної активності [157, 158]. 
Враховуючи той факт, що 7-ГОК не впливає на активність позаклітинних ферментів, але знижує Na+,K+- та Мg2+,Са2+-АТФазну активності плазматичних мембран, можна припустити, що чутливість мембранозв'язаних ферментів до досліджуваної речовини, може визначатися порушенням структурно-функціональних зв'язків між АТФазами і ліпідним матриксом мембрани [159].


4.6  Відносна маса та макроскопічний аналіз внутрішніх органів щурів за умов субхронічної дії 7-гідроксикумарину


Результати дослідження відносної маси внутрішніх органів щурів самців та самок наведено в таблицях 4.12 і 4.13.
Як видно з наведених даних (див. табл. 4.12 і 4.13), статистично достовірних змін  відносної маси серця, легень, нирок, наднирників, селезінки, шлунку, гонад за субхронічної дії 7‑ГОК у дослідженому  діапазоні доз не встановлено.
За дії 7-ГОК у дозі 50 мг/кг через 3 міс. експозиції збільшувалася відносна маса печінки щурів самок на 61,4 % .
7-ГОК у дозі 200 мг/кг через 3 міс. впливу призводив до збільшення відносної маси печінки щурів самців на 20,2 %, самок – на 63 % .



Таблиця 4.12  –  Відносна маса  (%)  внутрішніх органів щурів самців  за субхронічної дії 7‑ГОК ( ± S), n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Печінка
	Нирки
	Наднирники
	Серце

	0
	1
	3,82±0,14
	0,69±0,03
	0,017±0,002
	0,38±0,03

	
	2
	3,39±0,15
	0,61±0,01
	0,015±0,001
	0,38±0,03

	
	3
	3,92±0,14
	0,57±0,01
	0,017±0,001
	0,35±0,01

	
	4
	2,81±0,09
	0,50±0,02
	0,014±0,001
	0,34±0,02

	20
	1
	3,64±0,02
	0,68±0,03
	0,017±0,001
	0,34±0,01

	
	2
	3,41±0,07
	0,62±0,02
	0,015±0,001
	0,37±0,02

	
	3
	4,02±0,12
	0,55±0,02
	0,018±0,002
	0,37±0,03

	50
	1
	3,51±0,06
	0,70±0,02
	0,016±0,001
	0,33±0,01

	
	2
	3,22±0,05
	0,59±0,02
	0,015±0,001
	0,37±0,02

	
	3
	4,02±0,19
	0,60±0,02
	0,017±0,001
	0,38±0,01

	200
	1
	3,46±0,15
	0,65±0,02
	0,019±0,002
	0,34±0,01

	
	2
	3,25±0,19
	0,57±0,02
	0,016±0,001
	0,34±0,01

	
	3
	4,71±0,09*
	0,56±0,02
	0,019±0,001
	0,40±0,02

	500
	1
	3,74±0,17
	0,65±0,02
	0,016±0,001
	0,36±0,021

	
	2
	3,91±0,14*
	0,62±0,02
	0,014±0,001
	0,34±0,01

	
	3
	4,76±0,23*
	0,63±0,04
	0,018±0,003
	0,43±0,04

	
	4 а
	2,91±0,14
	0,55±0,01
	0,014±0,001
	0,31±0,01



Продовження  табл.  4.12
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Селезінка
	Легені
	Шлунок
	Сім′яники

	0
	1
	0,42±0,03
	0,59±0,01
	0,75±0,05
	1,21±0,08

	
	2
	0,40±0,03
	0,47±0,02
	0,63±0,04
	1,08±0,09

	
	3
	0,36±0,02
	0,62±0,03
	0,59±0,04
	1,06±0,07

	
	4
	0,31±0,01
	1,49±0,02
	0,56±0,05
	0,94±0,02

	20
	1
	0,42±0,03
	0,53±0,02
	0,66±0,03
	1,30±0,05

	
	2
	0,41±0,02
	0,51±0,01
	0,61±0,04
	1,07±0,06

	
	3
	0,38±0,02
	0,62±0,02
	0,57±0,02
	1,07±0,04

	50
	1
	0,43±0,021
	0,53±0,02
	0,66±0,03
	1,30±0,05

	
	2
	0,44±0,03
	0,53±0,01
	0,58±0,02
	1,03±0,08

	
	3
	0,40±0,02
	0,58±0,03
	0,56±0,01
	1,11±0,03

	200
	1
	0,45±0,04
	0,52±0,07
	0,78±0,05
	1,14±0,05

	
	2
	0,38±0,03
	0,50±0,01
	0,57±0,07
	1,08±0,09

	
	3
	0,38±0,02
	0,64±0,03
	0,58±0,03
	1,08±0,04

	500
	1
	0,51±0,04
	0,51±0,04
	0,69±0,04
	1,14±0,10

	
	2
	0,40±0,04
	0,47±0,01
	0,62±0,02
	0,93±0,05

	
	3
	0,43±0,02
	0,63±0,03
	0,61±0,02
	1,00±0,04

	
	4 а
	0,34±0,03
	0,47±0,03
	0,52±0,01
	0,92±0,03


Примітка. а – відновлювальний період



Таблиця 4.13   –  Відносна маса  (%) внутрішніх органів щурів  самок за субхронічної дії 7‑ГОК ( ± S),  n=5
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Печінка
	Нирки
	Наднирники
	Серце

	0
	1
	3,84±0,13
	0,66±0,04
	0,027±0,002
	0,41±0,03

	
	2
	3,52±0,11
	0,59±0,01
	0,023±0,001
	0,37±0,01

	
	3
	3,08±0,10
	0,57±0,02
	0,031±0,002
	0,35±0,01

	
	4
	3,03±0,08
	0,54±0,01
	0,025±0,001
	0,34±0,02

	20
	1
	3,79±0,16
	0,71±0,03
	0,031±0,003
	0,38±0,02

	
	2
	3,47±0,09
	0,61±0,02
	0,024±0,001
	0,38±0,01

	
	3
	3,06±0,12
	0,58±0,02
	0,030±0,003
	0,38±0,02

	50
	1
	3,52±0,17
	0,71±0,01
	0,033±0,003
	0,38±0,01

	
	2
	3,41±0,09
	0,63±0,03
	0,023±0,001
	0,36±0,01

	
	3
	4,97±0,13*
	0,56±0,01
	0,033±0,001
	0,40±0,03

	200
	1
	4,19±0,16
	0,70±0,03
	0,027±0,004
	0,35±0,01

	
	2
	3,63±0,12
	0,61±0,02
	0,026±0,001
	0,34±0,01

	
	3
	5,02±0,19*
	0,64±0,03
	0,033±0,003
	0,40±0,02

	500
	1
	4,36±0,10*
	0,72±0,02
	0,032±0,002
	0,40±0,02

	
	2
	3,85±0,10*
	0,59±0,01
	0,022±0,001
	0,37±0,01

	
	3
	4,92±0,37*
	0,61±0,02
	0,031±0,001
	0,38±0,01

	
	4 а
	3,14±0,09
	0,55±0,01
	0,028±0,01
	0,34±0,01





Продовження  табл. 4.13
	Доза, мг/кг
	Термін дослід-ження, міс.
	Селезінка
	Легені
	Шлунок
	Яєчники

	0
	1
	0,47±0,02
	0,61±0,02
	0,71±0,04
	0,055±0,004

	
	2
	0,44±0,04
	0,55±0,02
	0,62±0,01
	0,060±0,001

	
	3
	0,43±0,04
	0,56±0,01
	0,60±0,03
	0,070±0,004

	
	4
	0,44±0,04
	0,60±0,04
	0,60±0,02
	0,061±0,02

	20
	1
	0,44±0,04
	0,62±0,03
	0,70±0,03
	0,058±0,003

	
	2
	0,47±0,03
	0,57±0,03
	0,61±0,04
	0,061±0,002

	
	3
	0,41±0,02
	0,58±0,05
	0,66±0,05
	0,080±0,006

	50
	1
	0,42±0,01
	0,60±0,02
	0,67±0,03
	0,060±0,001

	
	2
	0,47±0,03
	0,57±0,02
	0,57±0,04
	0,062±0,002

	
	3
	0,43±0,04
	0,62±0,04
	0,69±0,04
	0,069±0,005

	200
	1
	0,51±0,02
	0,63±0,03
	0,71±0,04
	0,057±0,003

	
	2
	0,40±0,02
	0,62±0,03
	0,57±0,03
	0,067±0,003

	
	3
	0,42±0,01
	0,64±0,03
	0,68±0,04
	0,077±0,006

	500
	1
	0,44±0,03
	0,59±0,01
	0,70±0,04
	0,061±0,003

	
	2
	0,47±0,04
	0,57±0,02
	0,60±0,04
	0,067±0,005

	
	3
	0,40±0,01
	0,61±0,04
	0,66±0,03
	0,079±0,004

	
	4 а
	0,42±0,04
	0,57±0,03
	0,59±0,04
	0,66±0,02


Примітка. а – відновлювальний період


Під впливом 7-ГОК у дозі 500 мг/кг відносна маса печінки збільшувалася у самців через 2 і 3 міс. експозиції  на 15,3 % та 21,4 %, у самок – через 1, 2 та 3 міс. на 13,5 %, 9,3 % та 60 %, відповідно.
У відновлювальний період достовірних змін маси печінки щурів обох статей не встановлено.
Макроскопічний огляд тварин усіх піддослідних груп, що отримували 7‑ГОК у дозах 20 - 500 мг/кг упродовж 3-х місяців, так само як і в контрольних щурів, не виявив ознак кахексії, змін шерсті та шкірних покривів. Усі тварини були нормальної вгодованості, шерсть охайна, еластична, шкіра без лущення, слизові оболонки очей і носа без подразнень та виділень, урогенітальна зона чиста.
У щурів самців та самок, що отримували 7‑ГОК у дозах 20 - 500 мг/кг упродовж 3-х місяців, так як і у тварин контрольної групи, у головному мозку розширення і наповнення кров’ю судин оболонок, крововиливів та будь-яких інших відхилень не спостерігалося.
При розтині грудної порожнини легені повітромісткі, рожеві, еластичні. Стороннього вмісту в грудній порожнині немає, тимус і серце – без змін. Стравохід і трахея з щитоподібною залозою без особливостей. 
При розтині черевної порожнини стороннього вмісту не виявлено, спайки відсутні, оточина прозора, без ущільнень і крововиливів. Поверхня нирок і селезінки гладенька, блискуча. На розрізі тканина селезінки однорідна за кольором та консистенцією. Нирки та надниркові залози звичайні за розміром та формою, на розрізі мають чітку межу мозкової і коркової речовини, без крововиливів. Підшлункова залоза мала характерний колір, однорідну консистенцію, без некрозів. Зовнішня та внутрішня (слизова) поверхні шлунку та кишковика – без змін. Сім′яники у самців, яєчники та матка у самок – без особливостей.
Виявлено видимі зміни тканин печінки у самців і самок щурів при дії речовини в дозі 200 та 500 мг/кг впродовж трьох місяців. Поверхня та паренхіма органу набувала темно-коричневого кольору, на відміну від світло-коричневого – у контрольних тварин. 
Таким чином, за субхронічної дії 7-ГОК (у самців у дозах 200 і 500 мг/кг, у самок – 50, 200 і 500 мг/кг) викликав залежне від дози і часу дії підвищення  відносної маси печінки, більш виражене у самок, ніж у самців. Макроскопічно, на відміну від контролю, печінка була темно-коричневого кольору.


4.7  Гістологічні зміни внутрішніх органів щурів за умов субхронічної дії 7‑гідроксикумарину


Гістологічне дослідження внутрішніх органів щурів самців та самок (головного мозку, легень, міокарду, печінки, нирок, наднирників, селезінки, шлунку, тонкого кишечника, гонад), проведене через 3 місяці експозиції 7‑ГОК у дозах 20, 50, 200, 500 мг/кг і через місяць відновлювального періоду після дії речовини в максимальній дослідженій дозі, дозволило встановити наступне:
Головний мозок.  Кора великих півкуль щурів контрольної групи мала типову будову і складалася з шести основних шарів. Поверхневий молекулярний шар містив невелику кількість клітин і складався з волокон клітин нижніх шарів, що проходили паралельно поверхні. Другий шар – зовнішній зернистий – містив багато тіл дрібних нейроцитів. Третій шар – пірамідний – найширший, його нейроцити мали пірамідну форму, від верхівок пірамід відходили головні дендрити, аксони відходили від основ пірамід. Четвертий шар – внутрішній зернистий – містив тіла дрібних зірчатих нейроцитів. Головною ознакою п′ятого  – внутрішнього пірамідного шару була пірамідна форма клітинних тіл. Шостий шар складали поліморфні клітини різної форми. 
Морфологічних відмінностей у корі та підкіркових структурах головного мозку щурів контрольної та піддослідних груп, що отримували 7‑ГОК в усіх досліджених дозах, не виявлено.
Легені. На гістологічних препаратах легенів контрольної групи було видно бронхи різного розміру, що утворювали повітроносні шляхи легень, респіраторні бронхіоли та альвеоли, що утворювали ходи і належали до респіраторного відділу. У великих і середніх бронхах епітелій був багаторядний війчастий, у бронхах малого діаметру він переходив у дворядний, а у термінальних – однорядний війчастий кубічний. 
Альвеоли мали вигляд пухирців, внутрішня поверхня яких вистелена одношаровим плоским альвеолярним епітелієм. У міжальвеолярних перегородках проходили кровоносні капіляри, що щільно прилягали до базальних мембран сусідніх альвеол. В міжальвеолярних перегородках розміщувалися еластичні, ретикулярні та колагенові волокна. Стінка альвеоли вистелена двома основними видами клітин: респіраторними, що мають ворсинки на поверхні, яка звернута в порожнину альвеоли, та великими секреторними клітинами, що секретують ліпопротеїнові речовини. Крім цього, в стінці альвеол і в їх просвіті зустрічалися макрофаги, в цитоплазмі яких завжди було багато ліпідних крапель і вакуолей.
Гістоморфологічна картина органу щурів обох статей, що піддавалися впливу 7‑ГОК у дозах 20, 50, 200 мг/кг не відрізнялася від такої у щурів контрольної групи.
У дозі 500 мг/кг 7-ГОК у самців щурів викликав потовщення міжальвеолярних перегородок. Епітеліальні клітини альвеолярної стінки набували кубічної форми. Ядра респіраторних альвеолоцитів були овальні, або, навіть, округлі. У самок відбувалися такі ж зміни у легенях, але вони були менше виражені. Через місяць після відміни препарату в самців і самок щурів зникало потовщення міжальвеолярних перегородок за рахунок того, що епітеліальні клітини альвеолярної стінки набували типової сплощеної форми, а їх ядра ставали видовженими.
Серце.  У щурів контрольної групи зовнішня оболонка серця (епікард) була утворена тонкою пластинкою сполучної тканини, поверхня якої вкрита мезотелієм, який складався з клітин полігональної форми. Міокард –утворений поперечно посмугованими м'язовими клітинами,  об'єднаними у м'язові волокна. Межі між клітинами і поперечна посмугованість розрізнялися нечітко, міофібрили були розташовані компактно. Ядра в кардіоміоцитах мали овально-видовжену форму, займали переважно центральне положення, можна було розрізнити одне або кілька ядерець. Гетерохроматин в ядрах займав пристінкове і центральне положення. Між кардіоміоцитами були розміщені темні ядра сполучнотканинних клітин, що щільно прилягали до сарколеми м'язових клітин. Судини гемоциркуляторного русла містили формені елементи крові. Зсередини серце вистилала внутрішня оболонка – ендокард.
Вплив 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг не призводив до появи гістопатоморфологічних змін серця  у щурів обох статей. 
У дозі 50 мг/кг досліджувана речовина викликала незначне витончення кардіоміоцитів у самців. У самок помітних змін не виявлено.
Під впливом 7-ГОК у дозі 200 мг/кг також виявлялось незначне витончення кардіоміоцитів у самців. У самок відмічалося незначне зменшення кровонаповнення судин. 
7-ГОК у дозі 500 мг/кг призводив до більш помітних змін у міокарді. У самців і у самок  спостерігалось різною мірою виражене у різних особин витончення кардіоміоцитів, що розміщувалися менш щільно, ніж у контролі. Одночасно збільшувалися проміжки між пучками м'язових волокон. Зменшувалося кровонаповнення судин мікроциркуляторного русла. Перикард і ендокард не зазнавали змін за дії досліджуваної речовини в усьому діапазоні доз.
Через місяць після впливу 7-ГОК у максимальній дозі структура міокарду повністю відновлювалася у самців і у самок щурів. Спостерігалося компактне розташування кардіоміоцитів у пучках м'язових волокон, а самі м'язові волокна щільніше прилягали один до одного. Відновлювалося кровопостачання серцевого м'язу.
Печінка.  У щурів контрольної групи орган мав типову структуру для цього виду тварин. Гепатоцити округло-полігональної форми містили округле ядро з ядерцями. Вони утворювали тяжі, що галузилися і сходилися до центральної вени. Гепатоцити центролобулярної (рис. 4.1) і перипортальної (рис. 4.2) зон печінкової часточки не відрізнялися за будовою. 
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Рисунок 4.1 – Центролобулярна зона печінкової часточки щура самки контрольної групи. Гематоксилін-еозин-оранж. х 600
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Рисунок 4.2 – Перипортальна зона печінкової часточки щура самки контрольної групи. Гематоксилін-еозин-оранж. х 600

При дії досліджуваної речовини у дозі 20 мг/кг не виявлено гістопатоморфологічних змін печінки щурів обох статей. 
Під впливом 7‑ГОК у дозі 50 мг/кг протягом трьох місяців у перипортальній зоні печінкової часточки у самців щурів з’являлися окремі клітини з невеликою кількістю вакуолей. Синусоїдні гемокапіляри були менше виражені, ніж у щурів контрольної групи. У самок відбувалися більш істотні зміни, ніж у самців. Гепатоцити в обох зонах печінкової часточки змінювалися однаково, клітини були розбухлі, більшість з них містили дрібні вакуолі. Синусоїдні гемокапіляри були звужені, переповнені форменими елементами крові, що свідчило про застійні явища у кровоносній системі печінки.
7-ГОК у дозі 200 мг/кг викликав помітні зміни у печінці щурів. На вплив речовини у самців гепатоцити перипортальної зони  реагували суттєвими змінами. В них містилася велика кількість округлих вакуолей різних розмірів, що є ознакою жирової дистрофії [160]. На дію 7‑ГОК реагувало також мікроциркуляторне русло: синусоїдні гемокапіляри звужувалися, переважно, у перипортальній зоні часточки. У самок, на відміну від самців, у центролобулярній і перипортальній зонах відбувалися однакові зміни: гепатоцити розбухлі, містили дрібні вакуолі, відмічено значне кровонаповнення судин. Гепатоцити тварин обох статей зберігали цілісність. В переважній більшості клітин ядра мали округлу форму і містили ядерця. 
 7-ГОК у дозі 500 мг/кг призводив до структурних змін у печінці, подібних до тих, що були виявлені після впливу 200 мг/кг, але більше виражених. У самців у перипортальній зоні печінкової часточки розширювалася площа, яку займали вакуолізовані клітини. У гепатоцитах зростала кількість вакуолей та їх розміри (рис. 4.3). 











	
Рисунок 4.3 – Перипортальна зона печінкової часточки щура самця після дії 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг протягом 3 місяців. Гематоксилін-еозин-оранж. х 600
Примітка. Cтрілками позначено ознаки жирової вакуолізації гепатоцитів.  
У поодиноких випадках було відмічено появу невеликої кількості еозинофільних гепатоцитів (рис. 4.4). 
У самок, як і при дії менших доз 7-ГОК, на відміну від самців не виявлялось зональних відмінностей у реакції гепатоцитів. Клітини як перипортальної так і центролобулярної  зон печінкової часточки були розбухлі, округлої форми, містили велику кількість переважно дрібних вакуолей.













Рисунок 4.4 – Ділянка  печінкової часточки щура самки після впливу 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг протягом 3 місяців. Гематоксилін-еозин-оранж. х  600
Примітка. Cтрілками позначено еозинофільні гепатоцити.

Відмічено повнокров'я судин, синусоїдні гемокапіляри були звужені і містили велику кількість формених елементів крові. Проте, як і при менших дозах  7-ГОК, гепатоцити зберігали цілісність, більшість клітин містили округлі ядра з ядерцями (рис. 4.5).
Через місяць після відміни  7-ГОК у самців і у самок щурів. зникали ознаки жирової дистрофії. У печінці щурів контрольної і дослідної груп гепатоцити мали округло-полігональну форму, формували тяжі, які галузилися і сходилися до центральної вени. Синусоїдні гемокапіляри були однаково розширені, судини - помірно кровонаповнені.
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Рисунок 4.5 –  Центролобулярна зона печінкової часточки щура самки після впливу 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг протягом 3 місяців. Гематоксилін-еозин-оранж. х  600
Примітка. Cтрілками позначено  розбухлі гепатоцити.

Таким чином,  7-ГОК викликав жирову дистрофію гепатоцитів та порушення мікроциркуляторного русла печінки. Поява лiпiдних включень у цитоплазмi є показником несприятливого впливу фактору на печiнку, що пов'язано зі змiною бiоенергетики клiтини та з порушенням процесів окислення [161]. Гістопатоморфологічні зміни печінки щурів мали зворотний характер.

Нирки  щурів контрольної групи мали нормальну будову. Базальні мембрани канальців та капсул Шумлянського-Боумена добре розрізнялися при стандартному забарвленні гематоксилін-еозином (рис. 4.6). 
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Рисунок 4.6 – Зріз нирки самки щура контрольної групи. Капсула Шумлянського-Боумена (1), проксимальні (2) та дистальні (3) канальці.  Гематоксилін-еозин-оранж. х 600
Примітка. Cтрілками позначено: капсула Шумлянського-Боумена (1), проксимальні (2) та дистальні (3) канальці.  

Як видно, капілярні петлі клубочків утворювали сферичну структуру, вільно розташовану у просвіті капсули, мали рівномірне (помірне або інтенсивне) кровонаповнення.
Епітеліоцити дистальних канальців нирок мали кубічну або дещо сплощену форму, їх цитоплазма була слабко еозинофільна, світла, іноді майже прозора, із зміщеною до периферії зернистістю. Межі між клітинами як правило добре розрізнялися. Ядра нефроцитів були світлі, округлі або овальні, з одним ядерцем, розташовані у центрі клітини або дещо зміщені до її апікального полюсу. В дистальних канальцях просвіт був звичайно добре виражений. Чітко виражена базальна поперечна посмугованість клітин.
За субхронічної дії 7-ГОК у дозах 20 і 50 мг/кг гістологічних змін нирок у щурів самців і самок не виявлено.
Вплив 7-ГОК у дозі 200 мг/кг призводив до певних морфологічних змін у нирках, що визначалася у частини самців і самок щурів. Незначна частина клубочків була зморщена. Набухали епітеліальні клітини проксимальних канальців. Відмічено незначне розширення просвіту дистальних канальців та зниження висоти епітеліоцитів, що їх утворюють.
 7-ГОК у дозі 500 мг/кг викликав порушення структури нирок у самок і самців щурів, різною мірою виражені у різних особин. У окремих щурів  судинні  клубочки  були зморщені (рис. 4.7).
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Рисунок 4.7 – Зріз нирки самки щура після впливу  7‑ГОК у дозі 500 мг/кг протягом 3 місяців.  Гематоксилін-еозин-оранж. х  600
Примітка. Cтрілками позначено: зморщення судинного клубочка (1), набухання епітелію проксимальних канальців (2), ділянки лізісу епітелію дистальних канальців (3).

Зменшувався просвіт проксимальних канальців, відбувалося набухання та вакуолізація клітин його епітелію. Подекуди спостерігався лізис апікальної частини епітеліоцитів, а також лізис частини ядер. Епітелій дистальних канальців зазнавав більших структурних порушень, ніж епітелій проксимальних канальців (рис. 4.8.). 












Рисунок – 4.8 Зріз нирки самки щура після впливу  7‑ГОК у дозі 500 мг/кг протягом 3 місяців. Гематоксилін-еозин-оранж. х  600
Примітка. Cтрілками позначено: деструктивні зміни епітелію дистальних канальців.  

Значний відсоток клітин мав зруйновану апікальну частину, залишки деформованих ядер були сконцентровані біля базальної мембрани. Частина епітелію дистальних канальців зазнавала повної руйнації. У збірних трубочках мозкового шару нирки висота епітелію зменшувалася.
Структура нирок відновлювалася протягом місяця після закінчення експозиції  7-ГОК. Зморщені після дії  7-ГОК судинні клубочки набували нормальної будови. Відновлювався просвіт проксимальних канальців. Епітелій дистальних канальців не відрізнявся від контролю.
Наднирники.  Наднирник щурів обох статей контрольної групи був покритий сполучнотканинною капсулою і оточений жировою тканиною. Коркова частина наднирника – утворена епітеліальними тяжами перпендикулярними до поверхні. Верхню клубочкову зону кори наднирника утворювали плоскі невелики клітини. Пучкова зона – більш широка, її клітини кубічної, або призматичної форми утворювали пучки клітин. Цитоплазма клітин цієї зони була заповнена ліпідами. Між залозистими клітинами і капілярами, що їх обплітають, містилися вільні проміжки, в які виділяється секрет. В пучковій зоні 2 типа клітин: світлі і темні. Світлі клітини знаходяться в стадії виділення секрету, темні – в стадії активного його синтезу. В нижній частині пучкова зона переходила у сітчасту, що прилягала до мозкової частини наднирника. Мозкова частина утворена пухкими скупченнями багатокутних клітин, тяжі яких розділені широкими венозними синусоїдами. 
При дії 7‑ГОК в усьому дослідженому діапазоні доз не виявлено структурних змін у наднирниках щурів самців та самок.
Селезінка.  У щурів самців та самок  контрольної групи селезінка була вкрита сполучнотканинною капсулою, від якої відходять всередину органу трабекули. Строму органу складала ретикулярна тканина, яка є основою для червоної і білої пульпи. Серед основної маси червоної пульпи розрізнено залягали округлі чи овальні утворення білої пульпи – лімфатичні фолікули селезінки. В лімфатичних фолікулах, здебільшого ексцентрично, розміщувалисяі центральні артерії. Центральна частина фолікулів, забарвлена менш інтенсивно, ніж периферична, містила великі і середні лімфоцити, лімфобласти і ретикулярні клітини. Периферична частина лімфатичних фолікулів складалася з малих лімфоцитів, що утворювали темний зовнішній контур фолікула, за яким, ще далі від центру, розміщувалася більш світла зона, заповнена макрофагами. Червона пульпа складалася із ретикулярної тканини і розміщених в ній клітинних елементів крові, сполучної тканини і венозних синусів. В петлях ретикулярної строми спостерігалися макрофаги, лейкоцити, мегакаріоцити. 
За впливу 7‑ГОК впродовж 3-х місяців на організм щурів самців і самок в усіх досліджених дозах відмінностей гістоморфологічної структури селезінки від такої щурів контрольної групи не виявлено. 
Шлунок. Стінка шлунку тварин контрольної групи складалася з чотирьох оболонок: серозної, гладком′язової, підслизової та слизової. Зовнішня, серозна, оболонка вкривала більшу частину шлунку та з′єднувала м′язову оболонку з очеревиною. Гладком′язова оболонка - добре розвинена, складалася з трьох шарів: зовнішнього (поздовжнього), середнього (кругового) та внутрішнього (косого). Підслизова оболонка складалася з вільно переплетених волокон еластичної сполучної тканини та містила нерви, кровоносні та лімфатичні судини. Слизова оболонка шлунку утворювала численні складки (ямки) шлунку, була вистелена циліндричним епітелієм, містила багато залоз, що виділяють травні ферменти, соляну кислоту та слизовий секрет. Відділи шлунку – кардіальний, фундальний та пілоричний, зберігали особливості будови залоз, властиві кожному з них. 
У щурів самців та самок, що отримували 7‑ГОК у дозах 20, 50, 200 та 500 мг/кг не виявлено відмінностей гістоморфологічної будови шлунку, порівняно з тваринами контрольної групи.
Тонкий кишечник.  У контрольних щурів самців та самок слизова оболонка стінки тонкої кишки щурів мала типову будову (рис. 4.9). 
Ворсинки  – основні структурно-функціональні одиниці слизової оболонки, мали пальцеподібну форму, фестончасті краї, вислані одношаровим призматичним облямованим епітелієм. Епітеліальний пласт у основи ворсинок утворював пальцевидні вп'ячування – кишкові крипти. Строма ворсинки представлена пухкою волокнистою сполучною тканиною, що належить до власної пластинки слизової оболонки. У стромі ворсинки містилися кровоносні капіляри вісцерального типу в яких визначалися формені елементи крові та лімфатичні капіляри. Зі строми ворсинок лейкоцити частково проникали у простір між ентероцитами.
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Рисунок 4.9 – Тонкий кишечник щура самки  контрольної групи. Гематоксилін-еозин-оранж. х 600 
Примітка. А – кишкові крипти; В – ворсинки.

Після впливу  7-ГОК у дозі 20 мг/кг упродовж 3-х місяців у самців та самок щурів відмінностей гістоморфологічної будови тонкої кишки, в порівнянні з контрольною групою тварин, не виявлено.
7‑ГОК у дозі 50 мг/кг протягом трьох місяців призводив до мінімальних змін органу. Загальні закономірності будови слизової оболонки тонкої кишки зберігалися. У самок та у самців подекуди виявлялося розширення верхніх частин ворсинок, збільшувалося кровонаповнення судин у цьому місці.
За дії 7-ГОК у дозі 200 мг/кг загальні закономірності будови слизової оболонки тонкої кишки зберігалися, але відбувалися певні структурні зміни. Як у самок, так і у самців з'являлися булавовидні ворсинки, в місцях розширення яких було відмічено застій лімфи та повнокров'я судин. Кінці ворсинок – видовжені, наповнені сполучною тканиною.
За субхронічного впливу 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг загальні закономірності будови слизової оболонки тонкої кишки теж зберігалися. Зміни характеризувалися явним видовженням ворсинок, зменшенням глибини кишкових крипт (рис. 4.10). 
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Рисунок 4.10 – Тонкий кишечник щура самки  після впливу 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг впродовж 3-х місяців. Гематоксилін-еозин-оранж. х 600
Примітка. А – кишкові крипти; В – ворсинки. Стрілками позначено: розширені кишкові крипти (1), кінці ворсинок видовжені, наповнені сполучною тканиною (2).

Кінці ворсинок, тонкі та видовжені, не містили кровоносних та лімфатичних судин, були заповнені сполучною тканиною. Збільшувався просвіт між стромою та епітелієм деяких ворсинок, цей просвіт та кінці ворсинок був заповнений сполучною тканиною. Подекуди спостерігалися невеликі осередки запалення: збільшення кількості лейкоцитів у епітеліальному шарі. 
Під дією  7‑ГОК у тонкому кишечнику спостерігалося повнокров'я кровоносних судин ворсинок, застійні явища у лімфатичних судинах. У стромі ворсинок спостерігався підепітеліальний набряк, що свідчило про зниження обмінних процесів між абсорбційними клітинами та кров'ю. Ерозій та виразок  не  виявлено. 
Отже, 7-ГОК призводив до застійних явищ у кровоносних та лімфатичних судинах слизової оболонки тонкої кишки та підепітеліальних набряків. Виявлені зміни свідчили про зниження обмінних процесів у тонкій кишці [162, 163, 164]. 
Через місяць після припинення впливу 7-ГОК у самців і самок щурів, що піддавалися впливу речовини в дозі 500 мг/кг структура слизової оболонки тонкої кишки відновлювалася. 
Сім’яники.  У сім′яних канальцях щурів контрольної групи були наявні всі клітинні асоціації, характерні для сперматогенного епітелію: на базальній мембрані розміщені сперматогонії, далі від неї – сперматоцити, сперматиди і сперматозоїди у просвіті канальців. Їх клітинний склад указував на різні стадії нормального сперматогенезу. Сім′яні канальці мали округлу форму. Ближче до базальної мембрани були розташовані ядра клітин Сертолі. Строма сім′яника була представлена пухкою сполучною тканиною, в якій чітко вирізнялися угрупування ендокриноцитів, або клітин Лейдіга, кровоносні судини та клітинні елементи, що в нормі зустрічаються в пухкій сполучній тканині. Клітини Лейдіга мали ядра округлої форми. Судини помірно повнокровні.
У піддослідних щурів за дії 7-ГОК у всіх досліджених дозах гістологічних змін сім’яників не виявлено.
Яєчники. В корковому шарі яєчників самок контрольної групи, як і всіх піддослідних груп, під капсулою розміщувалися численні примордіальні фолікули, в яких зародкові яйцеклітини були оточені одним шаром фолікулярних клітин. Між примордіальними фолікулами зустрічалися фолікули різного ступеня зрілості, фолікули, що атрофуються, жовті тіла. У фолікулах, що знаходилися в стадії активного росту, оогонії були оточені багатошаровим епітелієм, що утворював зернистий шар фолікула. У фолікулах більшого розміру в товщі фолікулярних клітин з’являлися порожнини, заповнені фолікулярною рідиною. У зрілих фолікулах (граафових пухирцях) овоцит, з оточуючим його шаром фолікулярних клітин, був відтіснений до периферії. Мозкова частина яєчника була утворена сполучною тканиною, в якій проходили кровоносні судини. В яєчниках щурів виявлялися фолікули на всіх стадіях зрілості.
Після впливу 7‑ГОК у всіх досліджених дозах впродовж 3-х місяців, у піддослідних щурів самок гістоморфологічна структура органу не відрізнялася від такої у контрольних тварин.
Таким чином, аналіз результатів даного розділу досліджень свідчить про те, що за субхронічної пероральної дії 7-ГОК не викликав клінічних ознак інтоксикації. Зниження приросту маси тіла щурів спостерігалося тільки у самців з 11 по 13 тиждень досліджень у дозах 50 - 500 мг/кг і не перевищувало 18 %. 
Вплив 7-ГОК на стан ЦНС проявлявся у дозах 200 і 500 мг/кг і характеризувався розбалансуванням показників психо-емоційного стану щурів, пригніченням загальної рухової і дослідницької активності, посиленням поведінкових реакцій пасивно-оборонного характеру. Зміни поведінкових реакцій  щурів наступали і відновлювалися раніше у самців, ніж у самок. Через місяць відновлювального періоду за дії 7-ГОК у дозі 500 мг/кг відбувалося часткове відновлення поведінки щурів.
7-ГОК тільки в максимальній дослідженій дозі як у самців, так і самок,  упродовж 2-х місяців викликав транзиторну  гіпохромну  анемію у щурів обох статей.
Дослідження токсикодинаміки показало, що порушення функціонального стану печінки залежало  від дози і часу дії 7‑ГОК і було більше виражене у самок щурів, ніж у самців. 
Гепатотоксична дія у щурів характеризовалась дозозалежним зниженням концентрації глюкози, підвищенням концентрації тригліцеридів, сечовини,  активності АлАТ і ЛФ у сироватці крові.  У відновлювальному періоді, за дії 7-ГОК у дозі 500 мг/кг у сироватці крові  залишались підвищеними у самок – концентрація тригліцеридів і сечовини; у самців – активність ЛФ та концентрація сечовини. 
Отримані дані свідчать про те, що 7-ГОК у високих дозах призводить до порушення вуглеводного і ліпідного обмінів, підвищує активність маркерних ферментів гепатоцитотоксичності.
Дослідження можливого впливу 7-ГОК на стан мембран гепатоцитів, найбільш чутливої статі щурів (самок) показало, що активність 5′‑нуклеотидази та екто‑АТФази плазматичних мембран гепатоцитів щурів не змінювалась в усьому діапазоні досліджених доз. Активність мембранозв′язаних ферментів знижалась тільки в дозі 500 мг/кг: Na+, K+‑АТФази на 18,0 % (р < 0,05), Мg2+,Са2+‑АТФази  на 17,2 % (p > 0,05). Виявлене свідчить про те, що 7-ГОК не впливає на активність позаклітинних ферментів, але при тривалому надходженні його в організм у високих дозах може призвести до порушення структурно-функціональних зв'язків між АТФазами та ліпідним матриксом мембрани.
За субхронічної дії 7-ГОК викликав залежне від дози і часу дії підвищення  відносної маси печінки з найбільшим ефектом через 3 місяці досліджень: у самців у дозах 200 і 500 мг/кг  на 20,2 % і 21,4 %; у самок – у дозах 50, 200 і 500 мг/кг на 61,4 %, 63 % і 60 %, відповідно. 
Макроскопічно, на відміну від контролю, печінка була темно-коричневого кольору. Патоморфологічними дослідженнями встановлено, що 7-ГОК викликав жирову дистрофію гепатоцитів та порушення мікроциркуляторного русла печінки. У самців це проявлялось  наявністю у перипортальній зоні печінкової часточки великої кількості округлих вакуолей різних розмірів, звуженням синусоїдних гемокапілярів. У поодиноких випадках було відмічено появу невеликої кількості еозинофільних гепатоцитів.
У самок відбувалися більш істотні зміни, ніж у самців: гепатоцити у центролобулярній і перипортальній зонах печінкової часточки змінювалися однаково, клітини були розбухлі, більшість з них містили дрібні вакуолі. Синусоїдні гемокапіляри були звужені, переповнені форменими елементами крові, що свідчило про застійні явища у кровоносній системі печінки, відмічено значне кровонаповнення судин. 
У відновлювальному періоді як у самців, так і у самок щурів ознаки жирової дистрофії зникали, синусоїдні гемокапіляри були однаково розширені, судини – помірно кровонаповнені. Вираженість гістологічних змін печінки залежала від дози 7-ГОК. 
Статеві відмінності у гепатотоксичній дії 7-ГОК полягали в тому, що у самок зниження концентрації глюкози наставало при дії 7‑ГОК у дозах 200 та 500 мг/кг, підвищення концентрації тригліцеридів в сироватці крові – у дозах 50-500 мг/кг. Виявлені зміни вказаних показників за дії 7-ГОК були виражені в більшій мірі в дозі 500 мг/кг і спостерігались в усі строки досліджень. У самців зниження  концентрації глюкози було тимчасовим (тільки на початку досліджень), достовірних змін концентрації тригліцеридів не спостерігалось упродовж усіх строків досліджень. Підвищення активності ферментів‑індикаторів гепатоцитотоксичності –  ЛФ та АлАТ виявлялось у кінці експозиції  у самок – у діапазоні доз 200 - 500 мг/кг, у самців – у дозі 500 мг/кг. 
Зміни відносної маси печінки не мали чіткої дозової залежності, але, приблизно у 3 рази, були більш виражені у самок, ніж у самців. Ознаки жирової дистрофії гепатоцитів та порушення мікроциркуляторного русла печінки у самців виявлялись переважно у перипортальній зоні, у самок – як у перипортальній, так і центральній  зонах печінкової часточки, і  були більше виражені, ніж у самців.
Вплив 7-ГОК на функціональний стан нирок спотерігався тільки через 3 місяці експозиції, проявлявся змінами деяких показників сечі в дозах 50, 200, 500 мг/кг, морфоструктурними ознаками нефротоксичності в дозах 200 та 500 мг/кг, і був більше виражений у самок, ніж у самців. 
Так, у кінці  експозиції, в залежності від дози, у сечі самок підвищувалась концентрація білка (на 116 - 433 %), знижувався рН (на 6,1-15,4 %). У самців підвищення концентрація білка в сечі, в залежності від дози, складало  від 42,8 % до 200 %, зниження рН спостерігалось тільки за дії 7-ГОК у максимальній дозі і становило 11 %. Після відновлювального періоду змін параметрів сечі у тварин, що зазнали впливу 7‑ГОК у дозі 500 мг/кг не виявлено.
Порушення структури нирок не залежало від статі, але мало чітку дозову залежність. За дії 7-ГОК у дозі 500 мг/кг гістологічні зміни нирок проявлялись в більшій мірі, ніж у дозі 200 мг/кг і характеризовалось зморщенням судинних клубочків, зменшенням просвіту проксимальних канальців, набуханням та вакуолізацією клітин епітелію, лізисом апікальної частини епітеліоцитів та частини ядер. Епітелій дистальних канальців зазнавав більших структурних порушень, ніж епітелій проксимальних канальців. Значний відсоток клітин мав зруйновану апікальну частину, залишки деформованих ядер були сконцентровані біля базальної мембрани. Частина епітелію дистальних канальців зазнавала повної руйнації. В збірних трубочках мозкового шару нирки висота епітелію зменшувалася. У відновлювальному періоді порушення структури нирок не виявлено.
Отримані дані свідчать про те, що нефротоксична дія 7-ГОК характеризуєтья протеїнурією та зниженням рН сечі, що може бути обумовлено порушенням процесів гломерулярної фільтрації та канальцевої реабсорбції.
Гістоморфологічними дослідженнями також встановлено, що 7‑ГОК за субхронічного впливу чинить токсичну дію на тонкий кишечник, серце і легені.
Зміни структури тонкого кишечника за впливу 7-ГОК спостерігались у дозах 50, 200 і 500 мг/кг, мали дозову залежність, за ступенем вираженості були подібними у тварин обох статей.
Порушення структури тонкого кишечника характеризувалося явним видовженням ворсинок, зменшенням глибини кишкових крипт, появою булавовидних ворсинок. Просвіт між стромою та епітелієм деяких ворсинок збільшувався і був заповнений сполучною тканиною. Спостерігалися невеликі осередки запалення, повнокров'я кровоносних судин ворсинок, застійні явища у лімфатичних судинах. У стромі ворсинок виявлено підепітеліальний набряк. Отже, 7-ГОК призводив до застійних явищ у кровоносних та лімфатичних судинах слизової оболонки тонкої кишки, запалення та підепітеліального набряку, що може свідчити про зниження обмінних процесів у тонкій кишці. Через місяць після відновлювального періоду зміни  структури слизової оболонки тонкої кишки не виявлено. 
Про кардіотоксичну дію 7-ГОК свідчили морфоструктурні зміни в кардіоміоцитах, що проявлялись у самців у дозах 50, 200 і 500 мг/кг, у самок – у дозах 200 і 500 мг/кг, їх вираженність мала чітку дозову залежність. 
У максимальній дослідженій дозі як у самців, так і у самок,  спостерігалось витончення кардіоміоцитів, що розміщувалися менш щільно, ніж у контрольних тварин, збільшувалися проміжки між пучками м'язових волокон, зменшувалося кровонаповнення судин мікроциркуляторного русла. Перикард і ендокард не зазнавали змін. У відновлювальний період гістоархітектоніка серця піддослідних щурів не відрізнялася від контролю.
Зміни структури легень за впливу 7-ГОК виявлені тільки у дозі 500 мг/кг і були зворотними. У самців морфологічні порушення структури легень проявлялись потовщенням міжальвеолярних перегородок за рахунок того, що епітеліальні клітини альвеолярної стінки набували кубічної форми. Ядра респіраторних альвеолоцитів були овальні, або, навіть, округлі. Виявлені зміни структури легень у самок були менш виражені, ніж у самців.
Оскільки за субхронічної пероральної дії 7-ГОК на організм щурів у дозі 20 мг/кг не виявлено  токсичного впливу за всіма дослідженими показниками у всі строки експозиції, то можна вважати, що вказана доза 7‑ГОК є недіючою.

Висновки


1.  При субхронічному пероральному надходженні в організм щурів самців та самок 7‑ГОК чинить дозозалежну політропну дію, що характеризується ураженням печінки, нирок, тонкого кишечника, центральної нервової системи, серця, легень, гіпохромною анемією. Недіючий рівень 7-ГОК на організм щурів – 20 мг/кг.   
2.  Гепатотоксична дія 7-ГОК проявляється в діапазоні доз 50‑500 мг/кг, характеризується  порушенням вуглеводного та ліпідного обміну (зниження рівня глюкози,  підвищення вмісту тригліцеридів у сироватці крові), ознаками гепатоцитотоксичності (підвищення активності маркерних ферментів сироватки крові – АлАТ та ЛФ), зниженням активності мембранозв′язаних ферментів гепатоцитів – Na+,K+- та Мg2+,Са2+‑АТФази, підвищенням відносної маси печінки, застійними явищами у кровоносній системі печінкової часточки, жировою дистрофією гепатоцитів. Токсичний вплив на печінку щурів більш виражений у самок, ніж у самців. 
4.  Нефротоксична дія 7-ГОК проявляється в дозах 50-500 мг/кг, має дозову залежність, більш виражена у самок, ніж у самців і характеризуєтья зниженням рН сечі, протеїнурією, яка може бути обумовлена порушенням процесів гломерулярної фільтрації і канальцевої реабсорбції білка, що підтверджують гістоморфологічні зміни (зморщення судинних клубочків, деструктивно-дистрофічні зміни епітелію проксимальних та дистальних канальців). 
5. Токсичний вплив 7-ГОК на тонкий кишечник проявляється у дозах 50, 200 і 500 мг/кг, має дозову залежність і не залежить від статі щурів. Характер структурних змін полягає у видовженні ворсинок, зменшенні глибини кишкових крипт, появою булавовидних ворсинок, збільшенням просвіту між стромою та епітелієм деяких ворсинок, заповненням просвіту сполучною тканиною, осередками запалення, застійними явищами у кровеносних і лімфатичних судинах, підепітеліальним набряком строми ворсинок, що може свідчити про зниження обмінних процесів у тонкій кишці. 
 6. 7-ГОК у дозах 200 і 500 мг/кг пригнічує діяльність центральної нервової системи щурів, що характеризується розбалансуванням показників емоційного стану, зниженням загальної рухової і дослідницької активності, посиленням поведінкових реакцій пасивно-оборонного характеру. Зміни поведінкових реакцій та їх   відновлення у щурів самців наступали раніше, ніж у самок.
7. Кардіотоксична дія 7-ГОК  проявляється у самців у дозах 50‑500 мг/кг, у самок – 200 і 500 мг/кг і морфологічно характеризується витонченням кардіоміоцитів, збільшенням проміжку між пучками м'язових волокон, зменшенням кровонаповнення судин мікроциркуляторного русла. Вираженність змін має чітку дозову залежність.
8.  7-ГОК у дозі 500 мг/кг у щурів обох статей викликав транзиторну гіпохромну  анемію.
9. За впливу 7-ГОК у дозі 500 мг/кг зміни морфоструктури легень у самок були менш виражені, ніж у самців і характеризувались потовщенням міжальвеолярних перегородок, за рахунок того, що епітеліальні клітини альвеолярної стінки набували кубічної форми. Ядра респіраторних альвеолоцитів були овальні, або округлі. 








Публікації за розділом:

1.  Порівняльна характеристика біохімічних показників  крові, сечі та морфо-функціонального стану внутрішніх органів самців та самок щурів за субхронічної дії 7‑гідроксикумарину / О.М. Філінська, І.В. Харчук, С.В. Яблонська [та ін.] // Сучасні проблеми токсикології. – 2010. – № 4 (51). – С. 14-18.
2.  Зінов'єва М.Л. Особливості поведінкових реакцій самок і самців щурів за субхронічної дії 7‑гідроксикумарину / М.Л. Зінов’єва, Н.О. Карпезо, О.В. Линчак // Сучасні проблеми токсикології, харчової та хімічної безпеки. –  2014. – № 5 (68).– С. 45-49.
3. Характер і особливості токсичної дії 7-гідроксикумарину за умов тривалого впливу на організм / М.Л. Зінов'єва , П.Г. Жмінько, О.М. Філінська, І.В. Харчук, С.В. Яблонська, Н.О. Карпезо, О.В Линчак // Сучасні проблеми токсикології, харчової та хімічної безпеки. – 2014. – № 3/4. –  C.63-71.
4.  Зінов'єва М.Л. Токсичні властивості умбеліферону – перспективного харчового барвника для напоїв, що містять алкоголь / М.Л.Зінов’єва, П.Г.Жмінько, Н.В. Кокшарева // Сучасні проблеми токсикології.: мат. ІІІ з’їзду токсикологів України "Сучасні проблеми токсикології. Безпека їжі та середовища життєдіяльності людини" 18‑19 грудня 2011, Київ. – № 5. – 2011. – C. 178.

РОЗДІЛ   5
КОМБІНОВАНА ДІЯ 7‑ГІДРОКСИКУМАРИНУ   
ТА ЕТИЛОВОГО СПИРТУ ЗА УМОВ ГОСТРОГО ТА ПІДГОСТРОГО ВПЛИВУ НА ОРГАНІЗМ


7‑ГОК запропоновано для використання в якості харчового барвника для слабоалкогольних напоїв. Відомо, що ЕС чинить виражений токсичний вплив на центральну нервову систему, проявляє ряд гепатотоксичних ефектів, впливає на процеси ПОЛ та може суттєво змінювати прояви токсичності інших речовин за умов комбінованого застосування [93, 94].  Тому, для оцінки безпечності використання 7‑ГОК в слабоалкогольних напоях, необхідно було з′ясувати його характер і тип комбінованої дії з ЕС за умов одноразового та тривалого надходження в організм. 


5.1 Комбінований вплив 7‑гідроксикумарину та етилового спирту на організм щурів за умов гострої інтоксикації
	

5.1.1  Загальнотоксична дія 7‑гідрокси-кумарину та етилового спирту за умов гострої ізольованої та комбінованої дії 


Встановлено, що внутрішньошлункове одноразове введення 7‑ГОК щурам самкам (n=5) у дозі 5000 мг/кг не призводило до випадків загибелі тварин. Клінічна картина гострої інтоксикації характеризувалася коротким (10-15 хв.) періодом гіперчутливості тварин, що змінювався загальним пригніченням упродовж першої доби після введення. На другу добу в тварин спостерігалися ознаки порушення сечовиділення – аногенітальна зона була забруднена сечею. З 3-ї доби до кінця періоду спостереження  симптомів інтоксикації не спостерігалось.
При ізольованій дії ЕС у дозі 6000 мг/кг загибелі щурів самок не спостерігалось. Основним у характері гострої інтоксикації був наркотичний сон, що наставав упродовж 10-15 хвилин після введення. Тривалість наркотичного сну складала  47,6 ±7,3 хв. (n=15). У першу добу спостереження активність тварин залишалась зниженою, в подальшому, з 2‑ї до 7‑ї доби,  їх стан не відрізнявся від контролю.
Внутрішньошлункове введення комбінації 7-ГОК та ЕС, у зазначених дозах, також не призводило до загибелі щурів самок (n=5). У тварин упродовж 10‑15 хв. після введення комбінації наставав наркотичний сон, проте він був на 60 % менш тривалим (18,7 ±6,7 хв., n=15, p<0,05), ніж за ізольованої дії ЕС. Протягом першої доби, активність щурів залишалась зниженою, через 24 години у тварин спостерігалось забруднення сечею аногенітальної зони, так само як і у тварин, яким вводили 7‑ГОК окремо. Починаючи з 3‑ої по 7‑му добу клінічний стан тварин не відрізнявся від контрольної групи.
Суттєве зниження тривалості основного показника гострої інтоксикації ЕС – наркотичного сну, може свідчити про антагоністичну взаємодію досліджених  речовин. Не виключено, що причиною цього може бути  порушення абсорбції ЕС у кишечнику, або зміни токсикодинаміки ЕС в організмі піддослідних тварин під впливом 7‑ГОК. 
Для з′ясування цього питання досліджено тривалість сну піддослідних щурів за умов внутрішньоочеревинного введення ЕС у дозі 4500 мг/кг і внутрішньошлункового – 7‑ГОК у дозі 5000 мг/кг. Відомо, що внутрішньоочеревинне введення ЕС у дозі 4500 мг/кг у вигляді 25 % водного розчину викликає стабільний наркотичний сон у щурів [127, 165]. За умов проведеного дослідження його тривалість складала 142,6 ±7,3 хв. (n=5). При сумісному введенні –  7‑ГОК перорально в дозі 5000 мг/кг та ЕС внутрішньоочеревинно в дозі 4500 мг/кг, тривалість сну складала 150,0±13,5 хв. (n=5, p>0,05) і не відрізнялась достовірно від такої при введенні ЕС окремо. 
Отримані дані дозволяють вважати, що скорочення тривалості наркотичного (етанолового) сну при одноразовому внутрішньо-шлунковому введенні обох речовин в токсичних дозах було зумовлено порушенням процесів абсорбції ЕС в шлунково-кишковому тракті щурів. На користь цього свідчать дані щодо запалення слизової оболонки шлунку за умов гострого  впливу 7‑ГОК (розділ 3.1).
Дослідження динаміки маси тіла тварин упродовж 7 діб після введення речовин виявило подібні зміни у всіх трьох піддослідних груп тварин (табл. 5.1). 


Таблиця 5.1  –  Динаміка маси тіла щурів самок  та її приріст при гострій пероральній дії 7‑ГОК у дозі 5000 мг/кг, ЕС у дозі 6000 мг/кг та їх  комбінації  (± S), n=5
	Група тварин
	Маса тіла, г
	Приріст, г

	
	До введення
	3 доби
	7 діб
	

	Контроль
	195,00±5,36
	201,40±6,01
	210,00±4,29
	15,00±3,22

	7‑ГОК
	192,00±5,36
	188,60±3,65
	191,00±3,22
	- 0,50±6,44*

	ЕС
	193,20±6,44
	188,80±6,87
	197,20±6,22
	2,00±4,72*

	7‑ГОК + ЕС
	187,60±6,01
	183,60±7,08
	187,00±5,36
	- 0,30±2,15*



Як видно з табл. 5.1, у щурів, що отримували 7-ГОК, ЕС та їх комбінацію на 3 добу спостерігалася тенденція до зниження маси тіла, після чого відбувалося її поступове відновлення, на відміну від тварин контрольної групи, у яких спостерігався поступовий приріст маси тіла (на 3,0 % та 7,7 % через 3 та 7 діб, відповідно) відносно вихідних значень. Приріст маси тіла був достовірно зниженим у тварин всіх трьох піддослідних груп відносно контролю, де він складав 7,7 % від початкової маси тіла. У щурів що отримували 7‑ГОК, ЕС та їх комбінацію складав (‑)0,3 %,  1,4 % та (-)0,2 % відповідно.
З наведених даних видно, що зниження приросту маси тварин за дії комбінації речовин є аналогічним ізольованому впливу кожної з речовин. Цей факт вказує на те, що при комбінованій дії 7-ГОК та ЕС посилення токсичної дії за показником маси та приросту маси тіла не відбувається.
Результати дослідження абсолютної та відносної маси печінки та нирок наведені в табл.  5.2. 


Таблиця 5.2 –  Абсолютна і відносна маса печінки та нирок щурів самок при ізольованій і комбінованій пероральній дії 7‑ГОК у дозі 5000 мг/кг та ЕС у дозі 6000 мг/кг ( ± S), n=5
	Термін дослідження,
доба
	Печінка
	Нирки

	
	г
	%
	г
	%

	7‑ГОК

	Контроль
	6,33±0,37
	3,01±0,11
	1,29±0,06
	0,61±0,02

	1 
	6,58±0,46
	3,34±0,22
	1,30±0,06
	0,76±0,03*

	3 
	6,22±1,02
	3,38±0,45
	1,30±0,11
	0,71±0,05

	7 
	6,99±0,22
	3,24±1,2
	1,30±0,04
	0,61±0,03





Продовження  табл. 5.2
	Термін дослідження,
доба
	Печінка
	Нирки

	
	г
	%
	г
	%

	ЕС

	Контроль
	6,32±0,11
	3,16±0,13
	1,25±0,06
	0,63±0,02

	1 
	6,85±0,45
	3,69±0,10*
	1,29±0,07
	0,70±0,03*

	3 
	6,56±0,35
	3,53±0,29
	1,25±0,07
	0,67±0,05

	7 
	6,83±0,28
	3,17±0,17
	1,29±0,06
	0,58±0,03

	7‑ГОК+ЕС

	Контроль
	5,65±0,06
	2,73±0,61
	1,25±0,06
	0,61±0,03

	1 
	6,50±0,14*
	3,20±0,93*
	1,28±0,06
	0,63±0,04

	3 
	6,49±0,42
	3,33±0,20
	1,29±0,09
	0,66±0,05

	7 
	5,83±0,28
	3,19±0,19
	1,09±0,06
	0,59±0,03


	
Як видно з табл. 5.2, за ізольованої дії 7‑ГОК через 1 добу збільшувалася відносна маса нирок (на  25 %). В той же період часу, за ізольованої дії ЕС, збільшувалась відносна маса нирок (на 11 %) та печінки (на 17 %). У подальші строки досліджень абсолютна і відносна маса печінки та нирок за дії обох речовин не відрізнялась від контролю.
Вплив комбінації речовин не викликав відхилень абсолютної та відносної маси нирок від контрольних значень. Через 1 добу спостерігалось достовірне збільшення абсолютної та відносної маси печінки на 15 % та 17 %, відповідно.
Таким чином, при комбінованій дії 7-ГОК та ЕС, за показниками маси печінки та нирок посилення токсичності не виявлено.
5.1.2 Динаміка змін клініко‑біохімічних показників сироватки крові та сечі щурів за умов гострої ізольованої та комбінованої дії 7‑гідроксикумарину та етилового спирту


Результати дослідження біохімічних показників сироватки крові, що відображають функціональний стан печінки, нирок та підшлункової залози щурів самок, наведено в табл. 5.3, біохімічні та фізіологічні параметри сечі – в табл. 5.4. Як видно з наведених даних (див. табл. 5.3 і 5.4) за ізольованої дії 7‑ГОК, достовірних змін активності АлАТ, АсАТ, ЛФ, α‑амілази, концентрації загального білка, холестерину, тригліцеридів у сироватці крові, а також  рН, вмісту білка та активності α-амілази в сечі не  виявлено в усі строки дослідження. 


Таблиця 5.3   –  Динаміка біохімічних показників сироватки крові щурів самок за умов гострого перорального ізольованого та комбінованого впливу 7‑ГОК   у  дозі  5000 мг/кг та ЕС у дозі 6000 мг/кг ( ± S), n=5
	Показник
	Контроль
	7-ГОК
	ЕС
	ЕС + 7‑ГОК

	3 год.

	Загальний білок, г/л
	69,17±1,42
	70,00±1,42
	56,41±1,94*
	69,02±2,02

	Сечовина, мМ/л
	4,26±0,22
	4,14±0,36
	4,53±0,29
	4,47±0,29

	АлАТ, мМ/год.·л
	0,36±0,02
	0,37±0,03
	0,46±0,03*
	0,40±0,03

	АсАТ, мМ/год.·л
	0,89±0,02
	0,92±0,03
	1,02±0,04*
	0,98±0,04

	ЛФ, мкМ/с·л
	4,14±0,28
	4,60±0,19
	4,18±0,27
	4,35±0,26

	α-амілаза, мг/год·мл
	14,71±1,10
	15,98±1,77
	14,54±1,06
	15,76±0,97

	Холестерин, мМ/л
	2,50±0,15
	2,31±0,16
	2,82±0,09
	2,36±0,21

	Тригліцериди, мМ/л
	0,55±0,04
	0,62±0,10
	0,59±0,11
	0,65±0,14

	Глюкоза, мМ/л
	4,40±0,33
	4,49±0,21
	4,51±0,20
	4,44±0,12




Продовження табл. 5.3
	Показник
	Контроль
	7-ГОК
	ЕС
	ЕС + 7‑ГОК

	24 год.

	Загальний білок, г/л
	67,26±2,49
	64,57±3,31
	64,41±1,55
	63,18±3,17

	Сечовина, мМ/л
	4,84±0,08
	5,88±0,29*
	4,63±0,33
	6,90±0,59*

	АлАТ, мМ/год.·л
	0,47±0,03
	0,47±0,04
	0,48±0,03
	0,48±0,02

	АсАТ, мМ/год.·л
	0,98±0,05
	1,01±0,07
	0,92±0,06
	1,02±0,04

	ЛФ, мкМ/с·л
	3,79±0,06
	3,84±0,27
	4,04±0,15
	4,58±0,18*

	α-амілаза, г/год·мл
	12,54±1,61
	14,46±0,97
	14,07±1,67
	15,80±1,38

	Холестерин, мМ/л
	1,89±0,06
	1,76±0,12
	1,93±0,07
	1,62±0,15

	Тригліцериди, мМ/л
	0,55±0,06
	0,53±0,03
	0,55±0,05
	0,58±0,06

	Глюкоза, мМ/л
	5,03±0,13
	4,25±0,19*
	4,81±0,12
	4,39±0,11*

	3 доби

	Загальний білок, г/л
	68,37±2,14
	72,10±2,66
	67,41±0,49
	69,51±1,01

	Сечовина, мМ/л
	4,58±0,15
	5,24±0,24*
	4,10±1,05
	4,43±0,24

	АлАТ, мМ/год.·л
	0,52±0,03
	0,52±0,03
	0,53±0,03
	0,52±0,03

	АсАТ, мМ/год.·л
	0,95±0,05
	0,94±0,05
	1,01±0,04
	1,03±0,08

	ЛФ, мкМ/с ·л
	3,26±0,10
	3,58±0,11
	2,98±0,18
	4,24±0,26*

	α‑амілаза, мг/год.·мл
	12,25±2,24
	11,18±1,30
	11,42±0,86
	13,01±2,02

	Холестерин, мМ/л
	1,69±0,05
	1,86±0,20
	1,88±0,08
	2,04±0,15

	Тригліцериди, мМ/л
	0,58±0,04
	0,64±0,05
	0,68±0,02
	0,57±0,03

	Глюкоза, мМ/л
	5,38±0,43
	5,50±0,04
	5,34±0,13
	5,36±0,26

	7 діб

	Загальний білок, г/л
	69,72±0,63
	74,39±4,86
	62,91±1,82*
	71,52±1,11

	Сечовина, мМ/л
	4,26±0,22
	4,56±0,22
	4,19±0,19
	4,34±0,24

	АлАТ, мМ/год.·л
	0,47±0,045
	0,49±0,021
	0,43±0,015
	0,48±0,019

	АсАТ, мМ/год.·л
	0,89±0,02
	0,97±0,05
	0,84±0,02
	0,92±0,07

	ЛФ, мкМ/с·л
	4,14±0,28
	4,35±0,23
	4,30±0,35
	4,71±0,58

	α‑амілаза, мг/год.·мл
	16,41±0,99
	17,82±1,58
	19,12±3,11
	18,91±1,08

	Холестерин, мМ/л
	2,42±0,22
	2,59±0,15
	3,00±0,06*
	1,91±0,24

	Тригліцериди, мМ/л
	0,55±0,041
	0,56±0,040
	0,72±0,030*
	0,57±0,045

	Глюкоза, мМ/л
	4,40±0,33
	4,33±0,39
	4,51±0,28
	4,65±0,23






Таблиця 5.4  –  Динаміка змін клініко-біохімічних показників сечі щурів самок за умов гострого перорального ізольованого і комбінованого  впливу  7‑ГОК  у дозі 5000 мг/кг та ЕС у дозі  6000 мг/кг ( ± S), n=5
	Показник
	Контроль
	7-ГОК
	ЕС
	ЕС+7-ГОК

	3 год.

	Діурез, мл
	8,52±0,90
	4,24±1,07*
	1,12±2,83*
	1,74±1,76*

	Питома вага, г/мл
	1,0040±0,0005
	1,0100±0,0011*
	1,0450±0,0053*
	1,0100±0,0021*

	Сечовина,
мМ/л
	407,67±12,82
	443,50±9,61
	429,32±72,68
	423,10±7,90

	Глюкоза мМ/л
	0,00±0,00
	0,018±0,010
	0,050±0,03
	0,01±0,00

	рН
	8,24±0,12
	8,30±0,06
	8,31±0,12
	8,27±0,23

	Білок, мг/л
	112,80±9,23
	104,80±7,80
	110,00±17,70
	113,33±12,55

	α-амілаза, мг/год.·мл
	18,11±2,61
	16,7±1,18
	31,32±6,40
	13,25±1,39

	24 год.

	Діурез, мл
	6,7±0,34
	8,60±1,07
	8,86±0,97
	6,06±0,52

	Питома вага, г/мл
	1,0182±0,0006
	1,0344±0,0049*
	1,0169±0,0011
	1,0271±0,0037*

	Сечовина,
мМ/л
	394,62±9,74
	324,67±23,73*
	390,98±11,37
	329,92±15,99*

	Глюкоза мМ/л
	0,00±0,00
	5,17±0,64*
	0,00±0,00
	0,00±0,00

	рН
	8,08±0,10
	7,90±0,35
	8,03±0,20
	7,49±0,27

	Білок, мг/л
	115,00±10,73
	105,00±8,58
	105,00±4,29
	121,6±5,36

	α-амілаза, мг/год.·мл
	15,84±1,88
	16,79±1,18
	18,49±2,70
	16,60±1,82



	
Продовження  табл. 5.3
	Показник
	Контроль
	7-ГОК
	ЕС
	ЕС+7-ГОК

	3 доби

	Діурез, мл
	7,20±0,82
	5,46±0,67
	5,40±1,42
	5,48±0,52

	Питома вага, г/мл
	1,0180±0,0011
	1,0185±0,0016
	1,0190±0,0021
	1,0232±0,0028

	Сечовина,
мМ/л
	356,31±12,51
	226,03±6,92*
	323,46±14,42
	358,2±9,36

	Глюкоза мМ/л
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,00±0,00

	рН
	8,96±0,06
	8,76±0,10
	8,93±0,07
	8,91±0,11

	Білок, мг/л
	127,40±12,45
	107,90±9,23
	125,00±10,73
	120,00±5,37

	α-амілаза, мг/год.·мл
	15,84±1,88
	16,79±1,18
	16,98±2,06
	16,60±1,82

	7 діб

	Діурез, мл
	6,66±0,64
	9,42±1,09
	7,18±0,77
	5,12±0,45

	Питома вага, г/мл
	1,0185±0,0005
	1,0175±0,0021
	1,0175±0,0011
	1,0164±0,0017

	Сечовина,
мМ/л
	364,64±12,51
	352,51±16,95
	475,36±22,51*
	369,94±17,96

	Глюкоза мМ/л
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,00±0,00

	рН
	8,83±0,20
	8,25±0,23
	8,89±0,07
	9,04±0,04

	Білок, мг/л
	121,40±9,23
	119,40±9,23
	128,40±5,36
	121,80±16,09

	α-амілаза, мг/год.·мл
	14,09±1,52
	14,68±1,61
	16,98±2,06
	16,60±1,82



Через 3 години після введення 7‑ГОК спостерігались: достовірне  зниження  діурезу вдвічі, підвищення питомої ваги сечі на 0,6 %, слабка глюкозурія у частини щурів.
Через 24 години в сироватці крові тварин виявлено достовірне підвищення концентрації сечовини (на 22 %) і зниження концентрації глюкози  (на 16 %), що могло бути зумовлено вираженою глюкозурією (5,17±0,64 мМ/л). Спостерігалося підвищення питомої ваги сечі (на 1,59 %) та зниження концентрації  сечовини в сечі (на 18 %). 
Через 3 доби після гострої інтоксикації 7‑ГОК відбувалася часткова нормалізація досліджених показників, проте зберігався підвищений рівень сечовини в сироватці крові  (на 14 %) та знижений – у сечі (на 36,6 %), що свідчило про порушення азотовидільної функції нирок. На 7 добу у тварин цієї групи показники сироватки крові та сечі не відрізнялися від таких у контрольних тварин. 
За ізольованої дії ЕС у дозі 6000 мг/кг змін вмісту сечовини та глюкози, активності α‑амілази та ЛФ в сироватці крові; рН, концентрації білка, активності α‑амілази в сечі не виявлено в усі строки дослідження.
Через 3 години в сироватці крові спостерігалось достовірне підвищення активності амінотрансфераз (АлАТ – на 28 %, АсАТ – на 15 %), зниження концентрації загального білка на 18 %, ймовірно, внаслідок гіпергідратації, викликаної введенням ЕС [166], оскільки діурез за цей період часу був суттєво знижений (на 87 %). У всіх тварин спостерігалась слабка глюкозурія, суттєве підвищення питомої ваги сечі (на 4,8 %) було зумовлено, ймовірно, глюкозурією та олігоурією. 
Через 24 години і 3 доби змін досліджених  показників сироватки крові та сечі не спостерігалось. 
На 7 добу після гострої інтоксикації ЕС у тварин даної групи було виявлено достовірне зниження концентрації загального білка в сироватці крові (на  9,8 %), підвищення концентрації холестерину (на 24 %)  і тригліцеридів (на  31 %), у сечі спостерігалось підвищення вмісту сечовини (на 25 %), що свідчило про порушення білкового та ліпідного обміну внаслідок токсичного впливу ЕС [167]. 
За умов комбінованої дії 7‑ГОК та ЕС у зазначених дозах  достовірних змін в сироватці крові активності АлАТ, АсАТ, α-амілази, концентрації загального білка, холестерину, тригліцеридів не спостерігалось в усі строки дослідження. Параметри сечі – рН, вміст білка, активність α‑амілази не відрізнялись від показників контрольної групи щурів самок. 
Через 3 години після введення щурам 7‑ГОК у комбінації з ЕС спостерігалось достовірне зниження діурезу (на 80 %), підвищення питомої ваги сечі (на 0,6 %), глюкозурія у частини тварин, що була менш вираженою, ніж у щурів, які отримували EC окремо. 
Через 24 години в сироватці крові виявлено достовірне підвищення активності ЛФ (на 21 %) і концентрації сечовини (на 43 %), зниження концентрації глюкози (на 13 %); в сечі – зниження концентрації сечовини (на 16 %) та підвищення питомої ваги (на 0,87 %).
 Через 3 доби в сироватці крові щурів, що отримували комбінацію досліджених речовин, спостерігалось достовірне підвищення активності ЛФ (на 30 %), змін показників сечі не виявлено. 
На 7 добу після впливу комбінації 7‑ГОК та ЕС досліджені  показники сироватки крові та сечі не відрізнялись від контролю.
Зважаючи на те, що 7‑ГОК та ЕС як при ізольованій, так і при комбінованій дії призводили до порушення функції нирок, було проведено оцінку  кліренсу сечовини. Як видно з наведених  у табл. 5.5 даних, зниження кліренсу сечовини  виявлялось в усіх піддослідних  групах тварин, особливо через 3 години після введення.
Треба зазначити, що кліренс сечовини у контрольних щурів у цей строк дослідження був значно підвищений, що, ймовірно, є результатом форсованого діурезу після введення значного об′єму дистильованої води в якості водного навантаження (сумарно – 20 мл/кг). 


Таблиця 5.5  –  Кліренс сечовини у щурів самок за умов гострого ізольованого і комбінованого впливу 7‑ГОК у дозі 5000 мг/кг та ЕС у  дозі 6000 мг/кг ( ± S), n=5
	Строк дослідження 
	Кліренс сечовини, мл/хв

	
	Контроль
	7-ГОК
	ЕС
	ЕС+7-ГОК

	3 год.
	4,66±0,44
	1,78±0,15*
	0,65±0,46*
	0,96±0,45*

	24 год.
	0,37±0,02
	0,29±0,05
	0,45±0,06
	0,20±0,03*

	3 доби
	0,38±0,05
	0,17±0,02*
	0,30±0,06
	0,31±0,06

	7 діб
	0,39±0,03
	0,51±0,07
	0,43±0,05
	0,32±0,03



За ізольованої дії 7‑ГОК  кліренс сечовини був достовірно нижче контрольних значень через 3 і 72 години на 62 % та 55 %, відповідно; ЕС – кліренс сечовини у щурів самок знижувався через 3 години на 78 %; при дії комбінації речовин – через 3 та 24 години на  79 % та 47 %, відповідно. 
Зниження хвилинного кліренсу сечовини через 3 години, що спостерігалося при ізольованій дії 7‑ГОК та ЕС, зумовлено значним зниженням діурезу в цей строк досліджень. Через 24 години достовірне  зниження кліренсу спостерігалось тільки при дії комбінації 7‑ГОК та ЕС, що може свідчити про взаємне підсилення токсичної дії речовин. Проте, через 72 години за дії комбінації не виявлено зниження кліренсу сечовини, на відміну від ізольованої дії 7‑ГОК, що може свідчити про антагоністичну взаємодію досліджених речовин. Нормалізація даного показника за комбінованого впливу відбувалась швидше, ніж за ізольованого впливу 7‑ГОК, що може свідчити про відсутність взаємного підсилення токсичного впливу речовин за даним показником.
Таким чином, зміни досліджених показників сироватки крові та сечі за умов гострої ізольованої дії 7‑ГОК свідчать про порушення функції нирок. За умов гострої ізольованої дії ЕС встановлено як дисфункцію нирок, так і печінки. Вплив комбінації речовин характеризувався як нефротоксичною, так і гепатотоксичною дією. В цілому, відновлення  клініко-біохімічних показників сироватки крові та сечі, кліренсу сечовини при комбінованому впливі 7‑ГОК та ЕС відбувалося швидше, ніж при ізольованій дії досліджуваних речовин.  


5.1.4 Стан перекисного окислення ліпідів в тканинах печінки щурів самок за вмістом малонового діальдегіду при гострій  ізольованій і комбінованій дії 7‑гідроксикумарину та етилового спирту


Оскільки інтенсивність ПОЛ є чутливим показником  токсичного впливу ксенобіотиків, у тому числі 7-ГОК і ЕС [12, 13, 169, 170], проведено дослідження вмісту МДА в тканинах печінки за умов як ізольованого, так і комбінованого впливу 7‑ГОК та ЕС. 
Встановлено, що 7‑ГОК у дозі 5000 мг/кг викликав зниження вмісту МДА в тканині печінки (табл. 5.6). Так, через 1 добу спостерігалося значне зменшення рівня фонового, спонтанного та аскорбат-залежного утворення МДА в тканинах печінки (на 74,7 %, 71,8 % та 76,0 %, відповідно), що може бути пов′язано з антиоксидантною активністю 7-ГОК [12, 13, 168]. Через 3  та 7 діб вміст МДА в тканинах печінки не відрізнявся достовірно від показників контрольних тварин.



Таблиця 5.6   –  Вміст МДА в тканині печінки щурів самок за умов гострої ізольованої та комбінованої дії 7‑ГОК  у дозі 5000 мг/кг та  ЕС у дозі 6000 мг/кг  ( ± S), n=5
	Показник
	Контроль
	Строк дослідження, доба

	
	
	1
	3
	7

	ЕС

	Фоновий вміст, 
нМ/г тканини
	7,51±0,65
	7,8±0,73
	8,07±0,97
	7,31±0,3

	Спонтанне утворення, 
нМ·год /г тканини
	11,2±0,77
	12,03±1,05
	11,19±0,87
	12,44±0,36

	Аскорбат-залежне утворення, 
нМ·год /г тканини
	684,08±52,82
	717,15±43,74
	729,2±24,21
	737,92±36,35

	7‑ГОК

	Фоновий вміст, 
нМ/г тканини
	7,45±0,69
	1,89±0,18*
	6,24±0,18
	6,85±0,25

	Спонтанне утворення, 
нМ·год /г тканини
	11,49±0,84
	3,24±0,30*
	9,92±0,50
	12,62±0,52

	Аскорбат-залежне утворення, 
нМ·год /г тканини
	835,35±52,27
	200,88±4,72*
	663,56±66,58
	863,56±36,63

	7‑ГОК+ЕС

	Фоновий вміст,  нМ /г тканини
	7,57±0,34
	4,71±0,46*
	7,27±0,63
	8,49±0,31

	Спонтанне утворення, 
нМ·год /г тканини
	11,16±0,71
	4,65±0,80*
	9,52±0,47
	11,36±0,47

	Аскорбат-залежне утворення, 
нМ·год /г тканини
	747,15±34,39
	243,07±21,46*
	668,95±45,94
	756,38±30,66



За одноразового введення ЕС у дозі 6000 мг/кг достовірних змін вмісту МДА в усі строки дослідження не виявлено, ймовірно внаслідок того, що активація перекисного окислення в організмі щурів під впливом ЕС відбувається раніше – у перші години після гострої інтоксикації [170]. Спостерігалася лише тенденція до збільшення аскорбат-залежного утворення МДА в печінці на 7,9 %. 
 При дії комбінації досліджуваних речовин рівень фонового вмісту, спонтанного та аскорбат-залежного утворення МДА в печінці щурів через 1 добу був знижений, як і за ізольованого впливу 7‑ГОК, проте в меншій мірі –  на 37,8 %, 58,3 % та 67,5 % відповідно. 
Підсумовуючи результати дослідження можна сказати, що ізольована одноразова дія 7-ГОК та ЕС у досліджених дозах проявляється клінічними ознаками інтоксикації (порушення сечовиділення, пригнічення ЦНС),  зниженням маси тіла та її приросту, збільшенням відносної маси нирок (7‑ГОК) або печінки і нирок (ЕС). Для їх комбінованої дії характерна така ж направленність змін досліджених показників, як і за умов ізольованої дії речовин, суттєвого посилення токсичних ефектів не відбувається.
7‑ГОК при одноразовому внутрішньошлунковому введенні щурам самкам у дозі 5000 мг/кг призводить до дисфункції нирок, що характеризується зниженням діурезу, кліренсу сечовини, підвищенням питомої ваги сечі, глюкозурією, збільшенням відносної маси нирок. Зниження рівня глюкози в сироватці крові може бути наслідком як зниження порогу виведення її з організму, так і порушення  вуглеводного обміну. У ранній період гострої інтоксикації для 7-ГОК також характерним є зниження вмісту МДА в тканинах печінки (фонового, спонтанного та аскорбат-залежного), що може бути пов′язано із зміною мікров′язкості і переокислення ліпідів мембран. 
ЕС за умов ізольованої дії у дозі 6000 мг/кг чинив нейротоксичну дію – загальне пригнічення тварин та наркотичний сон. У ранні строки інтоксикації виявлено нефротоксичний вплив ЕС – зменшення діурезу, слабку глюкозурію, підвищення питомої ваги сечі та збільшення відносної маси нирок. Гепатотоксична дія даної речовини проявлялася підвищенням відносної маси печінки, порушенням ліпідного обміну та зниженням білок-синтезуючої функції печінки. Через 3 год. після гострого отруєння ЕС спостерігалось підвищення активності АЛТ у сироватці крові, однак воно було не вираженим і не проявлялось у подальші строки досліджень. ЕС не чинив суттєвого впливу на стан ПОЛ за вмістом МДА в тканинах  печінки щурів.
За умов комбінованої дії 7‑ГОК (5000 мг/кг) та ЕС (6000 мг/кг) у щурів наставав наркотичний сон, властивий дії ЕС, проте достовірно менш тривалий; спостерігалось порушення функції як нирок, так і печінки. 
Що стосується тривалості наркотичного сну, то можна вважати, що його скорочення може бути обумовленим порушенням процесів абсорбції ЕС, внаслідок запалення слизових оболонок шлунка та кишечника, викликаного 7-ГОК. На це вказує також відсутність змін тривалості наркотичного сну у щурів самок за умов сумісного перорального введення 7-ГОК та внутрішньочеревинного введення ЕС у досліджених дозах.
Прояви нефротоксичної дії були цілком подібні до впливу кожної з речовин при ізольованій дії на організм щурів та характеризувалися порушенням діурезу, глюкозурією, гіперстенурією, зниженням кліренсу сечовини.  Вираженість змін наведених показників при дії комбінації речовин не перевищувала суттєво такої, що спостерігалась при ізольованому впливі речовин. Відновлення функції нирок відбувалося швидше, ніж при ізольованій дії 7‑ГОК.
Гепатотоксична дія досліджуваної комбінації речовин була відмінна від впливу ЕС і характеризувалася підвищенням активності ЛФ, абсолютної і відносної маси печінки, зменшенням концентрації глюкози в сироватці крові, а також зниженням фонового вмісту, спонтанного та аскорбат-залежного утворення МДА в тканинах печінки. Зміни вмісту МДА в тканинах печінки були менш виражені, ніж за ізольованої дії 7-ГОК.
Можна стверджувати, що за динамікою більшості досліджених показників, які характеризують загальнотоксичний вплив речовин, стан ЦНС, печінки,  нирок та підшлункової залози за умов комбінованого впливу 7‑ГОК та ЕС посилення токсичної дії не встановлено. Проте в окремі строки досліджень виявлено зміни деяких досліджених показників, що можуть свідчити про антагонізм, або потенціювання токсичних ефектів. Вирішення цього питання потребує застосування статистичних критеріїв. 


5.1.3   Тип комбінованої дії 7‑гідроксикумарину та етилового спирту при одноразовому надходженні в організм


Застосування статистичних критеріїв з урахуванням ймовірносних аспектів дозволяє визначити тип комбінованої дії ксенобіотиків за окремими показниками та встановити кінцеві точки токсичного впливу, що характеризують токсикокінетичну або токсикодинамічну взаємодію досліджених речовин. 
Оцінка дивізивним методом типу комбінованої дії  7‑ГОК та ЕС  на організм щурів самок проведена за показниками, що зазнавали статистично достовірних змін відносно контрольних значень хоча б в одному з випадків (дія 7‑ГОК, ЕС, або 7‑ГОК+ЕС). Результати досліджень викладені в табл. 5.7. Як видно, за більшістю досліджених показників – тривалістю етанолового сну (3 год.), концентрацією загального білка в сироватці крові (3 год., 7 діб), активністю АлАТ, АсАТ сироватки крові (3 год.), діурезом (3 год.), питомою  вагою сечі (3, 24 год.), кліренсом сечовини (3, 72 год.), концентрацією глюкози в сечі (3 год.), глюкози в сироватці крові (24 год.), сечовини в сечі (24 год., 7 діб),  сечовини в сироватці крові (72 год.), абсолютною і відносною масою печінки (24 год.), концентрацією тригліцеридів у сироватці крові (7 діб), приростом маси тіла (7 діб) встановлено незалежний тип комбінованої дії.
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Таблиця 5.7  –  Направленість  змін  досліджених   показників   і   тип   комбінованої   дії     7‑ГОК 
(5000 мг/кг) та ЕС (6000 мг/кг) за умов одноразового  введення щурам самкам (n=5, α = 0,05)
	Показник
	Напрямок зміни показника
	Речовина за дії якої виявлено достовірні зміни показника
	Строк дослід-ження,
год.
	D
	ДИ(D)
	1 –
ДИ(D)
	1 +
ДИ(D)
	Тип  дії

	Тривалість етанолового снуa
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	0-3 год.
	0,78
	0,76
	0,24
	1,76
	незалежний

	Заг. білок  (сироватка крові)
	↓
	ЕС
	3 год.
	1,09
	0,09
	0,91
	1,09
	незалежний

	АлАТ (сироватка крові)
	↑
	ЕС
	3 год.
	0,96
	0,20
	0,80
	1,20
	незалежний

	АсАТ (сироватка крові)
	↑
	ЕС
	3 год.
	1,01
	0,11
	0,89
	1,11
	незалежний

	Діурез
	↓
	7-ГОК, ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	3 год.
	0,65
	1,74
	-0,74
	2,74
	незалежний

	Питома вага сечі
	↑
	7-ГОК, ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	3 год.
	0,98
	0,06
	0,94
	1,06
	незалежний

	Кліренс сечовини
	↓
	7-ГОК, ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	3 год.
	0,79
	0,93
	0,07
	1,93
	незалежний

	Глюкоза (сеча)
	↑
	7-ГОК, ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	3 год.
	0,94
	2,06
	-1,06
	2,06
	незалежний

	Глюкоза (сироватка  крові)
	↓
	7-ГОК, 7‑ГОК+ЕС
	24 год.
	0,97
	0,08
	0,92
	1,08
	незалежний

	Глюкоза (сеча)
	↑
	7-ГОК
	24 год.
	0,00
	0,00
	1,00
	1,00
	антагонізм

	Сечовина (сироватка крові)
	↑
	7-ГОК, 7‑ГОК+ЕС
	24 год.
	1,33
	0,29
	0,71
	1,29
	потенціювання

	Сечовина (сеча)
	↓
	7-ГОК, 7‑ГОК+ЕС
	24 год. 
	0,92
	0,13
	0,87
	1,13
	незалежний

	Кліренс сечовини 
	↓
	7‑ГОК+ЕС
	24 год.
	0,55
	0,23
	0,77
	1,23
	потенціювання



Продовження  табл. 5.7
	Показник
	Напрямок зміни показни-ка
	Речовина за дії якої виявлено достовірні зміни показника
	Строк дослід-ження
	D
	ДИ(D)
	1 –
ДИ(D)
	1 +
ДИ(D)
	Тип  дії

	Питома вага сечі
	↑
	7-ГОК, 7-ГОК+ЕС
	24 год.
	1,00
	0,01
	0,99
	1,01
	незалежний

	Відносна маса нирок
	↑
	7-ГОК, ЕС
	24 год.
	0,86
	0,14
	0,86
	1,14
	незалежний

	Відносна маса печінки
	↑
	ЕС, 7-ГОК+ЕС
	24 год.
	0,91
	0,09
	0,91
	1,09
	незалежний

	Абсолютна маса печінки
	↑
	7-ГОК+ЕС
	24 год.
	0,97
	0,12
	0,88
	1,12
	незалежний

	ЛФ(сироватка крові)
	↑
	7‑ГОК+ЕС
	24 год.
	1,16
	0,15
	0,85
	1,15
	потенціювання

	
	
	
	3 доби
	1,29
	0,21
	0,79
	1,21
	потенціювання

	Сечовина  (сироватці крові)
	↑
	7-ГОК
	3 доби
	0,95
	0,28
	0,72
	1,28
	незалежний

	Сечовина (сеча)
	↓
	7-ГОК
	3 доби
	1,3
	0,12
	0,88
	1,12
	антагонізм

	Кліренс сечовини 
	↓
	7-ГОК
	3 доби
	1,32
	0,72
	0,28
	1,72
	незалежний

	Тригліцериди(сироватка крові)
	↑
	ЕС
	7 діб
	0,89
	0,18
	0,82
	1,18
	незалежний

	Загальний білок (сироватка крові)
	↓
	ЕС
	7 діб
	1,04
	0,10
	0,90
	1,10
	незалежний

	Холестерин (сироватка крові)
	↑
	ЕС
	7 діб
	0,68
	0,20
	0,80
	1,20
	антагонізм

	Сечовина (сеча)
	↑
	ЕС
	7 діб
	0,89
	0,12
	0,88
	1,12
	незалежний

	Приріст маси тіла
	↓
	7-ГОК, ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	7 діб
	0,40
	-8,85
	-7,25
	9,25
	незалежний


Примітка. a – для показника ″тривалість етанолового сну″ – n=15, α=0,05
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У ряді випадків виявлено антагонізм та потенціювання токсичного впливу за показниками, що характеризують функціональний стан печінки та нирок. Так, за показниками нефротоксичної дії – глюкозурією та відносною масою нирок через 24 год. встановлено антагонізм; за підвищенням сечовини у сироватці крові та зниженням кліренсу сечовини – потенціювання токсичного ефекту .
Через 72 год. тип комбінованої дії змінювався: за більшістю показників функціонального стану нирок виявлявся незалежний тип дії, за зниженням екскреції сечовини з сечею – антагоністичний, що свідчить про послаблення токсичного впливу комбінації речовин на нирки. 
Дослідження типу комбінованої дії за показниками гепатотоксичної дії також дозволило встановити в ранні строки потенціювання токсичного впливу за підвищенням активності ЛФ у сироватці крові (24 год. і 3 доби); пізніше – антагонізм за концентрацією холестерину в сироватці крові (7 діб). 
Аналіз даних щодо комбінованої гострої токсичної дії 7‑ГОК та ЕС з використанням ймовірнісних критеріїв свідчить, що в ранні строки інтоксикації важливим є токсичне ураження нирок, зокрема порушення азотовидільної функції, в пізніші строки досліджень – порушення функціонального стану печінки. Про позитивну динаміку гострого отруєння в цілому свідчить відсутність випадків потенціювання в пізні строки інтоксикації.  



5.2  Ізольований і комбінований вплив 7‑гідроксикумарину та етилового спирту на організм щурів за умов підгострої  інтоксикації


	5.2.1  Стан центральної нервової системи щурів за ізольованої і комбінованої дії 7‑гідроксикумарину та етилового спирту 


Встановлено, що за ізольованого та комбінованого впливу 7‑ГОК у дозах 20 і  200 мг/кг, ЕС у дозі 750 мг/кг симптомів інтоксикації та випадків загибелі тварин не спостерігалось.
Результати оцінки функціонального стану ЦНС у тесті "приземлення на задні кінцівки" викладені  в табл.і 5.8.


Таблиця 5.8  –  Відстань між відбитками задніх кінцівок (см) щурів самок в тесті ″приземлення на задні кінцівки″ при ізольованій і комбінованій дії 7‑ГОК та ЕС  упродовж 28 діб  ( ± S), n=5
	Контроль
	7-ГОК, 20 мг/кг
	7-ГОК, 200 мг/кг
	
ЕС,
750 мг/кг
	ЕС,
750 мг/кг +
7-ГОК,
20 мг/кг
	ЕС,
750 мг/кг +
7-ГОК, 200 мг/кг

	До введення

	4,77±0,19
	5,17±0,27
	4,80±0,37
	4,70±0,57
	5,00±0,54
	5,45±0,36

	14 діб

	6,00±0,39
	6,21±0,57
	5,18±0,49
	5,50±0,57
	4,93±0,32
	4,57±0,36

	28 діб

	5,71±0,19
	6,27±0,52
	6,08±0,47
	6,27±0,68
	6,10±0,25
	6,33±0,36


Як видно з даних наведених у таблиці 5.8, не виявлено змін у щурів самок усіх піддослідних груп відносно контрольних тварин, що свідчить про збереження функцій центральної нервової системи на рівні реалізації позотонічних рефлексів, спрямованих на забезпечення життєдіяльності організму.
Результати дослідження поведінкових реакцій тварин усіх піддослідних груп в тестах ″відкрите поле″ та ″норковий рефлекс″ подані в табл. 5.9. 
Як видно з наведених даних (див. табл. 5.9), 7‑ГОК у дозах 20 та 200 мг/кг впродовж 14 та 28 діб не  впливав на стан ЦНС щурів самок за дослідженими показниками поведінкових реакцій. 
У тварин, що отримували ЕС у дозі 750 мг/кг було виявлено зміни поведінки, що свідчили про пригнічення вищої нервової діяльності. Через 14 діб зменшувалась кільксть пересічених внутрішніх квадратів на 60 %, стійок – у 4 рази, обстежених нірок – на 47 %. Через 28 діб зареєстровано подовження латентного періоду руху щурів у ″відкритому полі″ в 2,4 рази, зменшення кількості пересічених квадратів (внутрішніх – на 59 %,  зовнішніх – на 70 %. Дослідження норкового рефлексу показало, що кількість обстежених тваринами нірок зменшувалось на 42 %, а переховувалися тварини у справжній нірці в 2,3 рази частіше, ніж контрольні щури.
За комбінованої дії 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг також виявлялося пригнічення поведінкової активності щурів. 
Через 14 діб зменшувалась кількість пересічених внутрішніх квадратів (на 59 %), стійок у внутрішніх квадратах (у 6 разів), обстежених нірок (на 53 %). 
Після 28 діб введення даної комбінації зменшуваласть кількість пересічених квадратів (на 46 % – внутрішніх на 30 % – зовнішніх), 
та  обстежених нірок (на 74 %). Піддослідні щури переховувались у справжній нірці в 3,3 рази частіше, ніж контрольні. 
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  Таблиця 5.9  –  Показники  поведінкових  реакцій   щурів   самок  за  ізольованої  і   комбінованої 


дії 7-ГОК та ЕС  упродовж 28 діб ( ± S), n=5
	Показник
	Контроль
	7-ГОК,
20 мг/кг
	7-ГОК, 
200 мг/кг
	ЕС,
750 мг/кг
	ЕС. 
750 мг/кг +
7-ГОК, 
20 мг/кг
	ЕС. 
750 мг/кг +
7-ГОК, 
200 мг/кг

	14 діб

	Латентний період, с
	5,0±1,50
	6,1±1,42
	4,8±1,12
	6,3±1,07
	7,6±1,93
	9,2±1,18*

	Пересічені квадрати внутрішні, од.
	7,3±1,39
	6,2±0,57
	7,2±1,97
	2,9±0,86*
	3,0±0,86*
	2,7±0,75*

	Пересічені квадрати
зовнішні, од.
	35,6±7,62
	32,8±8,4
	37,4±6,24
	20,8±4,08
	33,0±2,47
	29,1±7,08

	Стойки у внутрішніх квадратах, од.
	1,2±0,32
	0,9±0,21
	0,9±0,27
	0,3±0,21*
	0,2±0,1*
	0,2±0,21*

	Стойки  у зовнішніх квадратах, од.
	5,0±1,07
	5,8±1,51
	4,9±0,81
	2,9±1,50
	4,7±0,43
	3,3±0,64

	Грумінг, с
	2,3±1,82
	2,8±1,2
	2,7±0,64
	1,7±1,07
	1,8±1,29
	3,9±2,15

	Кількість уринацій, од.
	0,1±0,11
	0,1±0,09
	0,0±0,00
	0,1±0,11
	0,0±0,00
	0,0±0,00

	Дефекації, болюси
	1,1±0,43
	1,0±0,27
	0,8±0,32
	0,9±0,54
	0,3±0,32
	0,0±0,00

	Нірки,од.
	12,2±2,04
	[bookmark: OLE_LINK5]10,4±3,12
	8,60±1,98
	6,4±0,54*
	5,7±0,54*
	7,2±0,64*

	Справжні нірки, од.
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	0,0±0,00
	0,0±0,00


  
 Продовження табл. 5.9
	Показник
	Контроль
	7-ГОК
20мг/кг
	7-ГОК 200мг/кг
	ЕС
	ЕС. 
750 мг/кг +
7-ГОК, 
20 мг/кг
	ЕС. 
750 мг/кг +
7-ГОК, 
200 мг/кг

	28 діб

	Латентний період, с
	3,1±0,8
	5,2±0,4
	4,2±0,9
	7,5±1,6*
	4,4±0,8
	3,2±0,54

	Пересічені квадрати внутрішні, од.
	8,2±1,5
	6,4±1,4
	10,1±2,01
	3,4±0,6*
	4,4±0,3*
	4,1±0,75*

	Пересічені квадрати
зовнішні, од.
	39,7±3,1
	29,6±4,2
	35,5±3,87
	11,9±5,7*
	27,8±1,9*
	19,3±5,36*

	Стойки  у внутрішніх квадратах, од.
	0,1±0,1
	0,2±0,1
	0,1±0,1
	0,1±0,1
	0,2±0,1
	0,0±0,00

	Стойки  у зовнішніх квадратах, од.
	4,9±0,9
	5,4±0,4
	4,1±1,10
	1,5±0,6*
	4,1±1,4
	4,3±1,61

	Грумінг, с
	3,3±1,5
	3,8±1,2
	4,1±1,9
	1,9±1,7
	2,5±2,4
	4,5±2,15

	Уринаціі, од.
	0,2±0,1
	0,3±0,1
	0,3±0,1
	0,1±0,1
	0,0±0,0
	0,3±0,32

	Дефекації, болюси
	0,8±0,4
	0,6±0,2
	0,6±0,2
	0,9±1,0
	0,2±0,2
	0,8±0,64

	Нірки, од.
	8,3±1,1
	10,1±2,1
	7,5±1,5
	4,8±1,0*
	2,2±0,8*
	2,9±0,75*

	Справжні нірки, од.
	0,3±0,1
	0,3±0,1
	0,3±0,1
	0,7±0,1*
	1,0±0,2*
	1,2±0,21*
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За комбінованої дії 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг через 14 діб виявлено збільшення латентного періоду початку руху щурів у ″відкритому полі″ (на 84 %), зменшення кількості пересічених  внутрішніх квадратів (на 63 %), стійок у внутрішніх квадратах (у 6 разів), кількості обстежених нірок (на 41 %). Через 28 діб змін латентного періоду руху щурів не виявлено. Про зниження  активності тварин  свідчило зменшення кількості пересічених квадратів (внутрішніх та зовнішніх – на 50 %), кількості обстежених нірок (на 65 %) та посилення пасивно-оборонної поведінки (частота відвідувань справжньої нірки зростала  вчетверо).
Таким чином, за дослідженими показниками встановлено, що за умов підгострої пероральної ізольованої дії 7-ГОК у дозах 20 і 200 мг/кг не чинить токсичної дії на центральну нервову систему. ЕС у дозі 750 мг/кг упродовж 28 діб призводить до пригнічення рухово-дослідницької активності щурів самок. При комбінованому пероральному надходженні 7‑ГОК та ЕС у досліджених дозах посилення токсичної дії на ЦНС щурів самок не виявлено.


5.2.2  Динаміка змін клініко-біохімічних показників  сироватки крові та сечі щурів за умов підгострого ізольованого і комбінованого впливу 7‑гідроксикумарину  та етилового спирту


Результати  дослідження біохімічних показників сироватки крові та параметрів сечі при ізольованій дії 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг і 200 мг/кг, ЕС у дозі 750 мг/кг та їх комбінованої дії у зазначених дозах упродовж 28 діб наведено в таблицях 5.10 та 5.11.

Таблиця 5.10  –   Біохімічні  показники  сироватки   крові  щурів  самок  за умов  підгострого  впливу 


7-ГОК, ЕС та їх  комбінації (± S), n=5
	
Показник
	Контроль
	7‑ГОК,
20мг/кг
	7‑ГОК,
200 мг/кг
	ЕС, 
750 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг + 7‑ГОК, 20 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг + 7‑ГОК, 200мг/кг

	14 діб

	Загальний білок, г/л
	68,94±1,42
	70,12±1,66
	68,48±1,84
	69,81±2,23
	69,47±1,74
	69,43±2,23

	Сечовина, мМ/л
	5,55±0,18
	5,74±0,38
	5,87±0,47
	6,52±0,25 *
	6,59±0,30*
	6,73±0,53*

	АлАТ, мМ/год.·л
	0,47±0,03
	0,49±0,06
	0,48±0,05
	0,49±0,04
	0,47±0,04
	0,48±0,03

	АсАТ, мМ/год.·л
	0,86±0,03
	0,89±0,04
	0,88±0,04
	0,93±0,04
	0,88±0,03
	0,98±0,03*

	ЛФ, мкМ/с·л
	3,68±0,04
	3,57±0,09
	3,81±0,20
	3,85±0,18
	3,72±0,05
	3,99±0,19

	α‑амілаза, мг/год.·мл
	13,13±0,60
	14,01±0,81
	14,27±0,64
	15,80±0,77*
	16,06±0,83*
	17,27±0,92*

	Холестерин, мМ/л
	1,90±0,05
	2,10±0,09
	2,03±0,09
	2,02±0,12
	1,96±0,09
	2,01±0,13

	Тригліцериди, мМ/л
	0,62±0,04
	0,65±0,04
	0,67±0,06
	0,64±0,08
	0,70±0,07
	0,69±0,05

	Глюкоза, мМ/л
	4,71±0,11
	4,55±0,15
	4,64±0,12
	4,69±0,19
	4,52±0,18
	4,53±0,14



      Продовження  табл.  5.10
	
Показник
	Контроль
	7‑ГОК,
20мг/кг
	7‑ГОК,
200 мг/кг
	ЕС, 
750 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг+ 7‑ГОК, 20 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг+ 7‑ГОК, 200 мг/кг

	28 діб

	Загальний білок, г/л
	71,73±1,32
	69,97±1,32
	75,07± 1,37
	79,85±1,98
	72,92±1,40
	75,77±1,44

	Сечовина, мМ/л
	7,86±0,25
	7,48±0,55
	7,34±0,50
	8,22±0,46
	8,42±0,50
	9,28±0,57*

	АлАТ, мМ/год.·л
	0,40±0,02
	0,44±0,04
	0,45±0,05
	0,44±0,02
	0,46±0,04
	0,48±0,03

	АсАТ, мМ/год.·л
	0,88±0,02
	0,96±0,04
	0,89±0,03
	0,91±0,03
	0,94±0,04
	0,97±0,04

	ЛФ, мкМ/с·л
	3,51±0,09
	3,91±0,12
	3,98±0,22
	3,84±0,06*
	3,71±0,24
	3,95±0,18

	α‑амілаза, мг/год.·мл
	15,94±0,64
	14,28±1,01
	15,53±1,22
	17,38±0,88
	17,90±0,80
	19,20±0,82*

	Холестерин, мМ/л
	2,27±0,04
	1,23±0,07
	2,31±0,09
	2,39±0,07
	2,36±0,12
	2,47±0,10

	Тригліцериди, мМ/л
	0,68±0,03
	0,72±0,04
	1,03±0,13*
	0,77±0,03
	0,78±0,06
	0,80±0,10

	Глюкоза, мМ/л
	4,90±0,19
	4,34±0,17
	3,31±0,37*
	4,61±0,11
	4,92±0,19
	4,78±0,21



Таблиця 5.11  –  Показники сечі щурів самок за умов підгострого впливу 7- ГОК, ЕС та їх  комбінації 


( ± S), n=5
	
Показник
	Контроль
	7‑ГОК,
20мг/кг
	7‑ГОК,
200 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг + 7‑ГОК,
20 мг/кг
	ЕС, 750 мг/кг + 7‑ГОК, 
200 мг/кг

	14 діб

	Діурез, мл
	5,64±1,16
	5,61±0,56
	5,87±1,28
	6,76±1,72
	5,64±1,16
	6,96±0,82

	рН
	8,18±0,20
	8,37±0,18
	8,23±0,22
	8,29±0,20
	8,56±0,24
	8,32±0,20

	Питома вага, г/мл
	1,0210±0,0016
	1,0200±0,0012
	1,0200±0,0011
	1,0200±0,0016
	1,0175±0,0011
	1,0200±0,0011

	Сечовина, мМ/л
	478,90±13,78
	447,84±15,23
	454,30±21,23
	355,96±5,91*
	402,75±29,53*
	422,02±16,73*

	Білок, мг/л
	121,80±10,73
	118,64±10,64
	124,20±9,38
	132,00±10,73
	113,40±9,23
	105,40±8,58

	Глюкоза мМ/л
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00

	α-амілаза, мг/год.·мл
	42,75±8,07
	44,84±5,24
	43,57±5,77
	46,84±6,23
	47,69±4,15
	47,91±5,53

	28 діб

	Діурез, мл
	7,72±0,64
	6,05±0,92
	5,78±0,87
	6,64±0,99
	5,24±0,86
	4,76±1,46

	рН
	9,16±0,04
	8,89±0,08
	8,97±0,06
	9,21±0,08
	9,12±0,08
	9,16±0,04

	Питома вага, г/мл
	1,0240±0,0005
	1,0220±0,0018
	1,0220±0,0018
	1,0200±0,0027
	1,0225±0,0022
	1,0300±0,0021*

	Сечовина, мМ/л
	439,29±10,54
	427,34±8,68
	421,24±9,41
	379,47±8,62*
	398,21±18,20
	384,82±12,45*

	Білок, мг/л
	100,00±9,65
	97,25±6,86
	96,28±8,76
	129,00±9,66
	80,00±13,90
	76,40±8,58

	Глюкоза мМ/л
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00

	α-амілаза, мг/год.·мл
	47,36±5,22
	50,24±4,45
	51,68±3,21
	53,23±4,76
	56,24±2,72
	57,30±4,76
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Як видно (див. табл. 5.10 і 5.11), при ізольованій дії 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг не викликав змін досліджених показників: концентрації загального білка, сечовини, холестерину, тригліцеридів, глюкози, активності АлАТ, АсАТ, ЛФ, α‑амілази в сироватці крові; діурезу, рН, питомої ваги, концентрації сечовини, глюкози, білка, α-амілази в сечі в усі строки досліджень.
За ізольованої дії 7-ГОК у дозі 200 мг/кг 7‑ГОК через 14 діб експозиції змін досліджених показників сироватки крові та сечі щурів не виявленою. Через 28 діб у сироватці крові спостерігалось достовірне зниження концентрації глюкози (на 32,4 %) та підвищення концентрації тригліцеридів (на 51 %). Достовірних змін параметрів сечі не встановлено.
За ізольованої дії ЕС у дозі 750 мг/кг через 14 діб чинив достовірне підвищення концентрації сечовини (на 17,5 % ) та активності α‑амілази (на 20,3 %) у сироватці крові щурів. Через 28 діб експозиції у тварин цієї групи виявлено слабко виражене достовірне підвищення активності ЛФ у сироватці крові (на 9,4 %). У сечі через 14 та 28 діб у піддослідних тварин достовірно знижувалась концентрація сечовини (на 25,7 % та 13 %, відповідно), змін інших показників не спостерігалось.
При комбінованій дії 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг через 14 діб встановлено підвищення концентрації сечовини (на 18,7 %) та активності α-амілази (на 22,3 %) у сироватці крові. Наприкінці експозиції (28 діб) достовірних змін показників сироватки крові, порівняно з контролем,  не спостерігалось. У сечі через 14 діб достовірно знижувалася концентрація сечовини на 15,9 %. Через 28 діб досліджені параметри сечі статистично не відрізнялися від контрольних значень.
Комбінована дія 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг через 14 діб викликала достовірне підвищення активності АсАТ (на 14 %), α‑амілази (на 31,5 %) та концентрації сечовини (на 21,3 %) у сироватці крові. В наступний строк дослідження (28 діб) у сироватці крові підвищувалась концентрація сечовини (на 18,1 %), активність  α‑амілази (на 20,5 %).
Дослідження параметрів сечі за дії даної комбінації через 14 діб встановило достовірне зниження концентрації сечовини (на 11,8 %); 28 діб – зниження концентрації сечовини (на 12,4 %) та підвищення питомої ваги сечі (на 0,58 %). 
Таким чином, за умов ізольованого підгострого перорального впливу на організм щурів самок 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг за дослідженими показниками не чинить токсичної дії. 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг через 28 діб викликає зниження концентрації глюкози та підвищення концентрації тригліцеридів у сироватці крові, що свідчить про порушення вуглеводного і ліпідного обмінів, характерне для дії досліджуваної речовини (див. розділ 4.4).
ЕС у дозі 750 мг/кг за умов ізольованого підгострого перорального впливу на організм щурів самок пригнічує рухово-дослідницьку активність щурів самок, викликає достовірні зміни низки клініко-біохімічних показників сироватки крові і сечі: через 14 діб – підвищення вмісту сечовини в сироватці крові і активності α-амілази, зниження концентрації сечовини в сечі; 28 діб –  слабко виражене підвищення активності ЛФ у сироватці крові та зниження концентрації сечовини в сечі. Отримані дані можуть свідчити про те, ЕС викликає слабке порушення азотовидільної функції нирок, невиражений холестаз та ознаки дисфункції  підшлункової залози.
За комбінованого впливу 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг викликає зміни, подібні до впливу ЕС: зниження азотовидільної функції нирок, дисфункцію підшлункової залози (підвищення активності α‑амілази). Змін функціональної активності печінки не виявлено.
Комбінований вплив 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг через 14 діб характеризувався значною мірою ефектами, властивими ЕС – підвищенням концентрації сечовини та активності α-амілази у сироватці крові. Крім того, на відміну від ЕС, спостерігалося несуттєве підвищення активності АсАТ у сироватці крові. Через 28 діб у сироватці крові встановлено підвищення активності α-амілази та концентрації сечовини; в сечі – зниження концентрації сечовини, слабка гіперстенурія. Отримані дані можуть свідчити про те, що дана комбінація речовин порушує азотовидільну функцію нирок та функцію підшлункової залози. 
	

5.2.3 Тип комбінованої дії 7‑гідроксикумарину та етилового спирту за підгострої інтоксикації


Результати визначення типу комбінованої дії досліджених речовин з застосуванням  дивізивного методу наведені в таблицях 5.12 та 5.13. 
Як видно з табл. 5.12, за впливу 7‑ГОК (20 мг/кг) з ЕС (750 мг/кг), за дослідженими показниками, що характеризують функціональний стан ЦНС, клініко-біохімічними параметрами сироватки крові та сечі через 14 та 28 діб експозиції, встановлено незалежний тип комбінованої дії.
Дані щодо типу комбінованої дії 7‑ГОК (200 мг/кг) та ЕС (750 мг/кг), наведені в табл. 5.13, свідчать, що через 14 діб експозиції, за всіма дослідженими показниками, тип комбінованої дії – незалежний. Через 28 діб за більшістю показників також встановлено незалежний тип дії. Тільки в єдиному випадку – за гіпоглікемізуючим ефектом 7‑ГОК, виявлено антагонізм. 
Таким чином, отримані результати статистичного аналізу комбінованого впливу 7‑ГОК та ЕС в досліджених дозах за умов підгострої пероральної дії на організм щурів самок свідчать про відсутність взаємного впливу речовин, що міг би призвести до посилення їх токсичної дії.
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Таблиця 5.12  –   Тип    комбінованої    дії   за  підгострого   впливу  7‑ГОК  у  дозі    20 мг/кг   та    ЕС     у  дозі  750 мг/кг
	 Показник
	Напрямок зміни показника
	Речовина за дії якої виявлено зміну показника
	Строк дослід-ження,год.
	D
	ДИ(D)
	1–ДИ(D)
	1+
ДИ(D)
	Тип  дії

	Стойки  у внутрішніх квадратах
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	0,33

	0,83
	0,17
	1,83
	незал.

	Пересічені квадрати внутрішні
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	0,65
	0,47
	0,53
	1,47
	незал.

	
	
	
	28
	0,65
	0,40
	0,60
	1,40
	незал.

	Нірки
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	0,68
	0,33
	0,67
	1,33
	незал.

	
	
	
	28
	0,74
	0,40
	0,60
	1,40
	незал.

	Латентний період
	↑
	ЕС
	28
	0,69
	0,62
	0,38
	1,62
	незал.

	Стойки  у зовнішніх квадратах
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	28
	1,18
	0,47
	0,53
	1,47
	незал.

	Пересічені квадрати зовнішні
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	28
	1,34
	0,83
	0,17
	1,83
	незал.

	Справжні нірки
	↑
	ЕС,  7‑ГОК+ЕС
	28
	1,17
	0,94
	0,06
	1,94
	незал.

	α-амілаза (сироватка крові)
	↑
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	1,08
	0,15
	0,85
	1,15
	незал.

	Сечовина (сироватка крові)
	↑
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	1,08
	0,15
	0,85
	1,15
	незал.

	Сечовина (сеча)
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	1,02
	0,18
	0,82
	1,18
	незал.

	
	
	ЕС
	28
	0,99
	0,11
	0,89
	1,11
	незал.

	ЛФ
	↑
	ЕС
	28
	0,96
	0,15
	0,85
	1,15
	незал.



Таблиця 5.13  –   Тип  комбінованої  дії  за  під гострого   впливу   7‑ГОК   у  дозі  200 мг/кг  та   ЕС 
у дозі 750 мг/кг
	Показник
	Напрямок зміни показника
	Речовина за дії якої виявлено зміну показника
	Строк дослідження,
год.
	D
	ДИ(D)
	1–ДИ(D)
	1+
ДИ(D)
	Тип  дії

	Латентний період
	↑
	7‑ГОК+ЕС
	14
	1,66
	0,70
	0,30
	1,70
	незал.

	Пересічені квадрати внутрішні
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	0,53
	0,47
	0,53
	1,47
	незал.

	
	
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	28
	0,62
	0,40
	0,60
	1,40
	незал.

	Стойки  у внутрішніх квадратах
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	0,33
	0,84
	0,16
	1,84
	незал.

	Нірки
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	0,76
	0,27
	0,73
	1,27
	незал.

	
	
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	28
	0,42
	0,60
	0,40
	1,60
	незал.

	Справжні нірки
	↑
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	28
	1,67
	1,05
	-0,05
	2,05
	незал.

	Сечовина (сироватка крові)
	↑
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	1,09
	0,26
	0,74
	1,26
	незал.

	
	
	7‑ГОК+ЕС
	28
	1,19
	0,19
	0,81
	1,19
	незал.

	АсАТ (сироватка крові)
	↑
	7‑ГОК+ЕС
	14
	1,08
	0,11
	0,89
	1,11
	незал.

	α-амілаза (сироватка крові)
	↑
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	1,15
	0,17
	0,83
	1,17
	незал.

	
	
	7‑ГОК+ЕС
	28
	1,17
	0,17
	0,83
	1,17
	незал.

	Сечовина (сеча)
	↓
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	14
	1,04
	0,12
	0,88
	1,12
	незал.

	
	
	ЕС, 7‑ГОК+ЕС
	28
	0,96
	0,08
	0,92
	1,08
	незал.

	Тригліцериди (сироватка крові)
	↑
	7-ГОК
	28
	0,92
	0,31
	0,69
	1,31
	незал.

	Глюкоза (сироватка крові)
	↓
	7-ГОК
	28
	1,21
	0,18
	0,82
	1,18
	антаг.

	ЛФ
	↑
	ЕС
	28
	0,96
	0,15
	0,85
	1,15
	незал.

	Питома вага сечі 
	↑
	7‑ГОК+ЕС
	28
	1,009
	0,1
	0,99
	0,01
	незал.




Висновки

1. 7-ГОК у дозі 5000 мг/кг при ізольованому пероральному надходженні в організм щурів самок чинить загальнотоксичну дію з переважним ураженням нирок. Загальнотоксична дія 7-ГОК характеризується клінічними ознаками інтоксикації (спонтанним сечовиділенням, пригніченням), зниженням маси тіла та її приросту; нефротоксична дія – олігоурією, порушенням азотовидільної функції нирок (зниження кліренсу сечовини на 62 %), глюкозурією (5,17±0,64 мМ/л, у контролі – 0), що супроводжується зниженням глікемії на 15,5 %, збільшенням відносної маси нирок.
У ранній період гострої інтоксикації для 7-ГОК характерним є зниження фонового вмісту МДА, його спонтанного та аскорбат-залежного утворення в тканинах печінки, що може бути пов′язано із зміною мікров′язкості і переокислення ліпідів мембран. 
2. ЕС при ізольованому пероральному надходженні в організм щурів самок у дозі 6000 мг/кг у вигляді 60 % (м/м) водного розчину чинить  нейро‑,  нефро- і гепатотоксичну дію.
Нейротоксична дія проявляється загальним пригніченням активності тварин та наркотичним сном тривалістю 47,6±7,3 хв.
 Нефротоксична дія ЕС виявляється в ранній період інтоксикації, характеризується функціональними розладами (олігоурія, гіперстенурія, слабка глюкозурія) та підвищенням відносної маси нирок. 
Гепатотоксична дія ЕС проявляється порушенням ліпідного обміну та зниженням білок-синтетичної функції печінки (на що вказує підвищення концентрації холестерину, тригліцеридів та зниження концентрації загального білка сироватки крові), підвищенням відносної маси печінки.
3. Комбінована дія 7‑ГОК у дозі 5000 мг/кг та ЕС у дозі 6000 мг/кг при одноразовому пероральному надходженню в організм щурів самок характеризується змінами, властивими впливу кожної з речовин.
Вплив на ЦНС проявляється наркотичним сном середньою тривалістю 18,7 хв., що на 60 % менше, ніж за ізольованої дії ЕС.  Зниження тривалості наркотичного сну може бути обумовлено порушенням процесів абсорбції ЕС, внаслідок запалення слизової оболонки шлунково-кишкового тракту, викликаного 7-ГОК. 
Нефротоксична дія комбінації речовин характеризується порушенням азотовидільної функції нирок (зниження кліренсу сечовини), олігоурією, гіперстенурією, слабкою глюкозурією. Вираженість змін наведених показників не перевищує суттєво такої, що спостерігалась при ізольованому впливі речовин; відновлення функції нирок відбувалося раніше, ніж при ізольованій дії 7‑ГОК.
Гепатотоксична дія комбінації виражена менше, ніж при ізольованій дії досліджуваних речовин, характеризується невираженим підвищенням активності ЛФ, зменшенням рівня глюкози в сироватці крові, зниженням фонового вмісту МДА, його спонтанного та аскорбатзалежного утворення в тканинах печінки. 
4. За умов одноразового перерорального надходження 7-ГОК у дозі 5000 мг/кг з ЕС у дозі 6000 мг/кг в організм щурів самок, дивізивним методом за більшістю досліджених показників встановлено незалежний тип комбінованої дії. 
Потенціювання токсичного ефекту досліджених речовин виявлено за підвищенням концентрації сечовини у сироватці крові та зниженням кліренсу сечовини (24 год.), підвищенням активності ЛФ у сироватці крові (24 год. і 3 доби).
Антагонізм встановлено за глюкозурією (24 год.), зниженням концентрації сечовини в сечі (3 доби), підвищенням концентрації холестерину у сироватці крові (7 діб).

5.  За умов  підгострого ізольованого перорального впливу 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг не чинить токсичної на організм самок щурів. У дозі 200 мг/кг 7-ГОК викликає слабку гепатотоксичну дію, що проявляється порушенням вуглеводного та ліпідного обміну (зниження концентрації глюкози, підвищення –  тригліцеридів у сироватці крові).
6. ЕС при підгострій ізольованій пероральній дії у дозі 750 мг/кг пригнічує рухово-дослідницьку активнітсь щурів самок; викликає слабке порушення азотовидільної функції нирок (підвищення концентрації сечовини в сироватці крові і зниження – в сечі); слабкий холестаз (підвищення активності ЛФ в сироватці крові); дисфункцію підшлункової залози (збільшення активності α‑амілази в сироватці крові). 
7. За умов підгострого впливу комбінацій 7‑ГОК (20 мг/кг) з ЕС (750 мг/кг) та 7‑ГОК (200 мг/кг) з ЕС (750 мг/кг)  характер токсичної дії подібний і обумовлений, значною мірою, ефектами  ЕС: пригніченням поведінкових реакцій щурів, зниженням азотовидільної функції нирок, слабкою дисфункцією підшлункової залози.
За дії комбінації 7‑ГОК (20 мг/кг) та ЕС (750 мг/кг), у порівнянні з комбінацією, де застосовувався 7-ГОК у дозі 200 мг/кг, простежується алежність "доза-час-ефект":  вплив на ЦНС, за окремими показниками, був менше вираженим а зміни показників, що характеризують стан нирок і підшлункової залози відновлювались під кінець досліджень.
8. За умов підгострої комбінованої дії 7‑ГОК у дозах 20 і 200 мг/кг з ЕС (750 мг/кг) встановлено незалежний тип комбінованої дії за дослідженими показниками функціонального стану ЦНС, печінки, нирок і підшлункової залози, за винятком одного випадку – антагонізм токсичної дії за зниженням концентрації глюкози в сироватці крові виявлено через 28 діб експозиції  комбінації 7-ГОК (200 мг/кг) з ЕС. 
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РОЗДІЛ 6
АНАЛІЗ   І    УЗАГАЛЬНЕННЯ    РЕЗУЛЬТАТІВ   ДОСЛІДЖЕННЯ


У сучасній харчовій промисловості, на різних стадіях виробництва харчових продуктів використовують широкий асортимент харчових добавок, з метою покращення їх органолептичних властивостей, умов транспортування та зберігання. Правила безпечного використання харчових добавок, забезпечення ефективного функціонування внутрішнього ринку, гарантування при цьому високого рівня захисту здоров'я людини, сумлінну практику ведення торгівлі харчовими продуктами, з урахуванням захисту навколишнього середовища, відображені в Регламенті (ЄС) № 1333/2008 Європейського Парламенту і  Ради з харчових добавок від 16 грудня 2008 р.
Більшість харчових добавок є синтетичними хімічними сполуками, що при систематичному вживанні з харчовими продуктами можуть чинити негативний вплив на здоров′я людини. В Україні вперше, в якості харчового барвника для дизайну слабоалкогольних напоїв, запропонований 7‑ГОК, якому властиве інтенсивне блакитне світіння у водно-спиртових розчинах в ультрафіолетових променях. 7‑ГОК широко розповсюджений в природі, в рослинному організмі відіграє роль продукту метаболізму та фітоалексину – речовини, що синтезується у відповідь на абіотичний стрес [171]. Існує думка, що хімічним сполукам, які в ході еволюції утворювалися в рослинному організмі для підтримання процесів життєдіяльності, властива певна фізіологічна сумісність з організмом людини і тварин [172], що робить такі речовини перспективною альтернативою синтетичним речовинам антропогенного походження. В той же час, похідні кумарину значно варіюють за своїми токсикологічними властивостями, що потребує проведення всебічного токсикологічного дослідження з метою оцінки їх потенційної небезпечності для людини.
Як свідчать дані літератури [22, 27, 35, 41], 7‑ГОК є основним метаболітом кумарину в організмі людини. Трансформація його в організмі людини та щурів відбувається подібно – майже виключно шляхом глюкуронізації, виведення з організму відбувається з сечею – в незмінному стані та у вигляді глюкуронових кон'югатів; ентерогепатична циркуляція 7‑ГОК не властива. На експериментальних моделях  патологічних станів показано, що 7-ГОК має протизапальні, антиоксидантні, гіпоглікемічні, протипухлинні властивості [61, 62, 64, 77, 78, 173 174, 175]. Біологічна активність даної речовини реалізується в дозах від 30  до 100 мг/кг, фармакологічні ефекти 7‑ГОК in vivo проявляються в дозах, що значно перевищують такі для референтних лікарських засобів  [70, 80]. Проте, результати експериментальних досліджень останніх років показали, що 7‑ГОК може проявляти активність і у значно нижчих дозах [176]. 
Проведений аналіз наукової літератури свідчить про відсутність даних щодо токсикологічних властивостей 7‑ГОК як за умов гострих, так і хронічних інтоксикацій, які й стали предметом дослідження даної роботи. 
 Виходячи з експериментальних даних, які висвітлені в дисертаційній роботі, можна виділити два основних аспекти досліджень, які мають важливе значення у вирішенні наведених проблем профілактичної токсикології. Один із них  пов′язаний із встановленням параметрів токсичності, з′ясуванням характеру та особливостей токсичної дії 7-ГОК на організм ссавців за умов гострих і субхронічних інтоксикацій, другий – з визначенням характеру і типу комбінованої дії 7-ГОК та ЕС, залежності "доза – час – ефект" і оцінкою значимості виявлених ефектів для здоров′я людини.
Дослідження гострої пероральної токсичності показало, що величина ЛД50 для щурів (самців і самок) та мишей (самців) більше 10000 мг/кг. Клінічні симптоми інтоксикації за дії дослідженої дози, були подібними у щурів та  мишей і характеризувались ознаками загальнотоксичного впливу та порушенням сечовиділення. За умов гострого отруєння 7-ГОК у різних відділах шлунку щурів та мишей викликав зміни запального характеру – гострий катаральний гастрит (серозно-слизової форми) на початковій стадії розвитку. Резорбтивно-токсична дія 7-ГОК не виражена (ЛД50 для щурів самців і самок –більше 2000 мг/кг). 
Таким чином, 7‑ГОК при пероральному та дермальному шляхах надходження в організм відноситься до малонебезпечних сполук (4 клас небезпечності, ГОСТ 12.1.007-76), міжвидова і статева  варіабельність за гострої токсичної дії даної речовини не виражена.
Отримані дані свідчать про те, що 7‑ГОК не подразнює шкіру, слабко подразнює слизові оболонки ока, не має сенсибилізуючих властивостей, не впливає на клітинну імунну відповідь та не чинить імунодепресивної дії на організм.  
Для визначення мішеней токсичної дії та прогнозування хронічних інтоксикацій, з метою встановлення безпечних рівнів для здоров′я людини, проведені дослідження кумулятивних властивостей 7-ГОК та токсикодинаміки при субхронічному надходженні його в організм.
Дослідження кумулятивних властивостей за методом Ліма показали, що 7‑ГОК чинить слабку кумулятивну дію на організм щурів самців і самок. За показником "загибель тварин" ККУМ > 4,0. Оскільки загибелі тварин не спостерігалось, то кумулятивна дія 7-ГОК має функціональний характер, проявляється слабкою гепатотоксичною і нефротоксичною дією, ураженням слизових оболонок шлунку та тонкої кишки.
Про гепатотоксичну дію 7-ГОК свідчать: достовірне  підвищення у самців  маси печінки (на 17,4 %), порушення у щурів обох статей ліпідного обміну (підвищення вмісту холестерину максимально на 26,9 %), вуглеводного обміну (зниження концентрації глюкози в сироватці крові максимально на 22,8 %). Встановлено слабке інгібіювання МОГС печінки самців (зниження інтенсивності процесів N-деметилювання у постмітохондральній фракції гепатоцитів на 27,6 %, вмісту цитохрому Р 450 на 24 %).  Патоморфологічних змін тканин печінки не виявлено, що підтверджує функціональний характер змін органу.
Нефротоксична дія характеризується підвищенням концентрації сечовини в сироватці крові до 18,8 % і зниження її в сечі на 24,9 %. При цьому відбувається посилення діурезу на 93-128 %, що забезпечує збереження азотовидільної функції нирок. Підвищення концентрації хлоридів до 160,4 % та зниження рН сечі (максимально на 23,8 %) свідчить про ушкодження канальцевих структур. Виявлене збільшення питомої ваги сечі на 2,9 %, може бути наслідком екскреції метаболітів та хлоридів. Виявлені зміни мають функціональний характер, про що  свідчить відсутність гістопатоморфологічних порушень у тканинах нирок.
Гістологічно встановлено ураження шлунково-кишкового тракту. У шлунку спостерігались зміни запального та деструктивного характеру, у тонкому кишечнику – переважали запальні зміни.
За кумулятивної дії 7-ГОК токсикологічно значимих змін інших органів і систем (центральної нервової системи, периферичної системи крові, серця, легень, селезінки, яєчників, сім'яників, товстого кишечника) за дослідженими показниками не встановлено. 
Дослідження токсикодинаміки, за умов  субхронічного перорального впливу упродовж 3 місяців, показали, що 7-ГОК у дозах 20, 50, 200 і 500 мг/кг не викликав клінічніх симптомів інтоксикації та загибелі тварин, не впливав на приріст маси тіла самок, у діапазоні доз 50-500 мг/кг, починаючи з 9-12 тижня досліджень, викликає достовірне дозо-залежне зниження приросту маси тіла від 11 % до 18 % у самців.
7‑ГОК не призводив до розвитку видимих ознак неврологічних порушень, проявів аномальної поведінки у щурів, що свідчили б про його нейротоксичний вплив. Абсолютна і відносна маса, а також гістоархітектоніка головного мозку щурів обох статей не різнились від контролю в усі строки досліджень. Характер токсичної дії 7-ГОК на ЦНС проявлявся пригніченням поведінкових реакцій та зміною психо-емоційного стану щурів, залежав від дози, часу дії і статі тварин. 
Найбільш виражені зміни поведінкових реакцій спостерігались за впливу 7-ГОК у дозі 500 мг/кг. Вже через місяць після початку експозиції у самців щурів достовірно зменшувалася горизонтальна (на 62 %) та вертикальна (на 47,2 %) рухово-дослідницька активність, посилювалася  тривожність, про що свідчило зростання кількості фрізінгів (у 2,8 разів) та уринацій (у 2,1 рази). Через 2 місяці зміни поведінкових реакцій у самців посилювались і досягали найбільшого прояву через 3 місяці дослідження, про що свідчить значне зниження горизонтальної (на 81,4 %), повне пригнічення вертикальної рухово-дослідницької активністі та грумінгу, що характеризує стан комфорту тварини, збільшення кількості фрізінгів (у 2 рази).  У самок у вказаній дозі виявлені аналогічні зміни поведінкових реакцій, які наступали на 1 місяць пізніше, ніж у самців, і були менш виражені. 
Через 1 місяць відновлювального періоду  у самців досліджені показники приходили до норми, за винятком горизонтальної активності, у самок спостерігалась тільки тенденція до відновлення змін стану ЦНС.
У дозі 200 мг/кг зміни досліджених показників були менш виражені, проявлялись у самців  через 2 і 3 місяці експозиції і характеризувались збільшенням кількості фрізінгів (максимально у 2,1 рази), у кінці експозиції зменшувалася тривалість грумінгів на 52 % та кількість пересічених зовнішніх квадратів ″поля″ на 42,5 %. У самок тільки через 3 місяці досліджень збільшувалася кількість фрізінгів на 73 %.
У дозах 20 та 50 мг/кг 7‑ГОК не викликав змін у поведінці щурів самців та самок упродовж усіх строків дослідження. 
Як видно з наведених даних, у ранні періоди інтоксикації превалюють зміни психо-емоційних показників (фрізінг, грумінг, уринація) над рухово-дослідницькими, що свідчить про наростання стану тривоги у відповідь на стресогенну ситуацію ″відкритого поля″ [151] та  посилення пасивно-оборонних форм поведінки [152]. Розвиток порушення поведінки спостерігається в дозах, вищих за ті, які чинять гепатотоксичні ефекти, що свідчить про вторинний характер змін та відсутність нейротоксичної дії досліджуваної речовини.
За субхронічної дії на організм щурів 7-ГОК у дозах 20, 50 і 200 мг/кг не впливав на систему периферичної крові, у дозі 500 мг/кг викликав транзиторну гіпохромну  анемію у щурів обох статей.
Дослідження токсикодинаміки показало, що за умов субхронічної дії 7-ГОК порушення функцій і структури печінки обох статей щурів проявлялось у діапазоні доз 50‑500 мг/кг, залежало від дози та часу дії,  було більш вираженим у самок щурів, ніж у самців.
У самок 7-ГОК у дозі 500 мг/кг у всі строки досліджень (з найбільшим ефектом через місяць) знижував рівень глюкози в сироватці крові (на 52,7 %) та підвищував концентрацію тригліцеридів (на 136 %). через 2 і 3 місяці – збільшував вміст сечовини (максимально на 38 %), у кінці досліджень підвищував  активність ферментів  сироватки крові – АлАТ (на 52,8 %) і ЛФ (на 38,1 %). У відновлювальний період залишались підвищеними вміст тригліцеридів (на 45,5 %) та концентрація сечовини в сироватці крові (на  69 %).
У дозі 200 мг/кг зниження концентрації глюкози (на 50,3 %) виявлено тільки через 1 місяць досліджень. Упродовж всієї експозиції  підвищувався вміст тригліцеридів, із найбільшим ефектом через 1 місяць (на 140 %), у кінці дослідження збільшувалась активність АлАТ на 39,8 %, ЛФ – на 22,3 % та концентрація сечовини  в сироватці крові на 31,3 %.
У дозі 50 мг/кг через 2 і 3 місяці підвищувались концентрація тригліцеридів на 21,1 % і 43,1 %, відповідно та наприкінці експозиції –  активність АлАТ у сироватці крові (на 36,1 %).
У самців у дозах 500, 200 і 50 мг/кг зниження концентрації глюкози у сироватці крові відбувалось тільки через 1 місяць дослідження і відповідно становило 34,4 %, 63,9 % і 58,2 %, достовірних змін концентрації тригліцеридів у сироватці крові, на відміну від самок, не виявлялось. 
В максимальній дослідженій дозі через 2 і 3 місяці підвищувалась активність ферментів – АлАТ (на 54,1 % і 59,7 % відповідно), 3 місяці – збільшувались активність ЛФ (на 54,9 %) та концентрація сечовини в сироватці крові (на 50,4 %). У відновлювальний період у самців у сироватці крові залишались підвищеними активність ЛФ (на 48,9 %) та концентрація сечовини (на 65 %).
Отримані дані свідчать про те, що 7-ГОК у високих дозах призводить до порушення вуглеводного і ліпідного обмінів. Підвищення активності маркерних ферментів гепатоцитотоксичності є незначним [177].
Дослідження стану мембран гепатоцитів щурів самок через 3 місяці після субхронічної дії показало, що 7-ГОК у вказаному діапазоні доз не впливає на активність 5′-нуклеотидази та екто‑АТФази плазматичних мембран гепатоцитів щурів. У дозі 500 мг/кг знижує активність мембранозв′язаних ферментів – Na+,K+-АТФази на 18 % та Мg2+,Са2+‑АТФази  на 17,2 %, що свідчить про слабке порушення структурно-функціональних зв′язків між АТФазами і ліпідним матриксом мембрани.
За субхронічної дії 7-ГОК викликав залежне від дози і часу дії підвищення  відносної маси печінки з найбільшим ефектом через 3 місяці досліджень: у самців у дозах 200 і 500 мг/кг  на 20,2 % і 21,4 %; у самок – у дозах 50, 200 і 500 мг/кг на 61,4 %, 63 % і 60 %, відповідно. 
Мікроскопічне дослідження печінки, проведене через 3 місяці впливу 7-ГОК, показало, що зміни морфоструктури органу спостерігаються у дозах від 50 до 500 мг/кг, мають чітку дозову залежність і більш виражені у самок, ніж у самців. У самок гістопатологічні зміни печінки охоплюють як перипортальну, так і центральну зони часточки. Гепатоцити – збільшені,  містять велику кількість дрібних вакуолей, що є ознакою жирової дистофії гепатоцитів [178] і узгоджується з даними біохімічних досліджень. Виявлено також порушення мікроциркуляторного русла – синусоїдні гемокапіляри звужені, переповнені форменими елементами крові, що свідчить про застійні явища у кровоносній системі печінки. У самців щурів змін зазнає переважно перипортальна зона печінкових часточок, що характеризуються наявністю в гепатоцитах великої кількості округлих вакуолей різних розмірів, звуженням синусоїдних гемокапілярів. У поодиноких випадках у щурів обох статей спостерігалась невелика кількість еозинофільних гепатоцитів. Інтенсивність змін у самців та самок наростала пропорційно дозі досліджуваної речовини. У відновлюваному періоді порушень морфоструктури печінки як у самців, так і у самок щурів не виявлено. 
Отже, за гістологічними ознаками 7-ГОК викликає помірну жирову дистрофію печінки та мікроциркуляторні порушення в органі у щурів обох статей, більшою мірою виражені у самок. Ураження переважно перипортальної зони печінки може свідчити про напруженість  метаболізуючих ферментних систем гепатоцитів [179]. Відсутність запальних змін, ознак некрозу гепатоцитів, а також зворотний характер гістопатологічних змін свідчить про функціональний характер гепатотоксичного впливу 7-ГОК за умов субхронічного впливу [177].
Таким чином, гепатотоксична дія за субхронічного впливу 7-ГОК проявляється в широкому діапазоні доз, найбільш ранньою ознакою ушкодження печінки є порушення вуглеводного і ліпідного обмінів, у подальшому вплив на печінку поглиблюється, про що свідчать гепатоцитотоксичні ефекти, що характеризуються підвищенням активності маркерних ферментів (АлАТ та ЛФ) і зниженням активності мембранозв’язаних ферментів гепатоцитів (Na+,K+- та Мg2+,Са2+‑АТФази).  Cтруктурні зміни тканин печінки мають дистрофічний характер (порушення гемодинаміки печінкової часточки, жирова вакуолізація та набухання гепатоцитів). 
Виявлені відмінності гепатотоксичної дії 7-ГОК, залежно від статі щурів, полягають в тому, що у самок зниження концентрації глюкози настає при дії 7‑ГОК у дозах 200 та 500 мг/кг, підвищення концентрації тригліцеридів у сироватці крові – у дозах 50-500 мг/кг. Зміни вказаних показників за дії 7-ГОК були виражені в найбільшій мірі в дозі 500 мг/кг і спостерігалися в усі строки досліджень. На відміну від самок, у самців зниження  концентрації глюкози проявлялось на початку досліджень і було транзиторним, достовірних змін концентрації тригліцеридів не спостерігалось упродовж усіх строків досліджень. Підвищення активності ферментів‑індикаторів гепатоцитотоксичності –  ЛФ та АлАТ, виявлялось у кінці експозиції  у самок – в діапазоні доз 200-500 мг/кг, у самців – у дозі 500 мг/кг. 
Зміни відносної маси печінки не мали чіткої дозової залежності, але приблизно у 3 рази були більш виражені у самок, ніж у самців. Ознаки жирової дистрофії гепатоцитів та порушення мікроциркуляторного русла печінки у самців виявлялись переважно у перипортальній зоні, у самок – як у  перипортальній, так і в центральній  зонах печінкової часточки і  були більш виражені у самок, ніж у самців.
Враховуючи  часову і дозову залежність досліджених показників, можна припустити, що порушення вуглеводного і ліпідного обмінів є первинним у патогенезі тривалої інтоксикації 7‑ГОК і може  бути обумовлено різними причинами, що потребує більш поглиблених досліджень. Відомо, що до ендогенних причин розвитку гіпоглікемій відносять стани, що супроводжуються  виснаженням депо глюкози (цирози печінки і м'язові дистрофії),  підвищеною втратою цукру (нирковий діабет), розлади всмоктування вуглеводів з кишечника, вроджені дефекти окислення жирних кислот, підвищення продукції інсуліну в організмі, або недостатність контрінсулярних факторів. До екзогенних – тривале голодування, токсичні гіпоглікемії. Останні можуть розвиватися внаслідок зловживання, алкоголем, який, інгібує процеси глюконеогенезу, або бути побічним  ефектом лікарських препаратів (саліцилати, індометацин, барбітурати та ін.) [155, 180]. Оскільки в тканинах печінки синтез глюкуронової кислоти протікає із використанням глюкози [181], а 7-ГОК в організмі, в основному, трансформується у вигляді глюкуронових кон′югатів, то не виключено, що інтенсифікація процесу глюкуронізації також може відігравати певну роль у зменшенні її пулу в організмі. Зниження рівня глюкози в крові також може бути обумовлено зниженням її абсорбції у шлунково-кишковому тракті [182, 183]. Отже, не виключено, що зниження всмоктування глюкози у кишечнику внаслідок впливу 7‑ГОК на шлунково-кишковий тракт, або порушення її реабсорбції в нирках, що спостерігається за гострого впливу досліджуваної речовини, може призвести до зменшення її концентрації в крові. Виражений і тривалий дисбаланс глюкози в крові може призвести до порушення  енергетичних процесів та гомеостазу організму в цілому [155]. 
Що стосується підвищення концентрації тригліцеридів, то відомо, що вони є альтернативним глюкозі джерелом енергії. У разі вичерпання запасів глюкози може збільшуватись синтез тригліцеридів в печінці або надходження з інших джерел, зокрема з жирової тканини. Однак, підвищення тригліцеридів в крові є важливим діагностичним показником порушення ліпідного обміну, як за умов інтоксикацій, так і низки захворювань [184]. Стійке збільшення рівня тригліцеридів за дії 7‑ГОК вказує, перш за все, на порушення ліпідного обміну і, в подальших дослідженнях, потребує поглибленого з′ясування причин і механізмів вказаних розладів. 
Відомо, що метаболізм 7‑ГОК відбувається шляхом його глюкуронової кон′югації [22, 35, 107], без участі ферментів першої фази детоксикації. Висока специфічність метаболізму 7‑ГОК дозволила використовувати його, за даними ряду експериментальних досліджень, в якості інгібітору процесів глюкуронізації в організмі та модельних тест-системах [107, 186]. Не виключено, що одним з механізмів реалізації гепатотоксичної та нефротоксичної  дії 7‑ГОК є зміни гомеостазу організму внаслідок блокади процесів глюкуронізації. 
Показано, що самки часто проявляють більшу чутливість до впливу токсичних речовин [186], ніж самці, що може бути зумовлено статевими розбіжностями у ферментних системах [187], зокрема, регуляторним впливом статевих гормонів на функцію печінки [188, 189], гепатобіліарну систему [190, 191], процеси елімінації ксенобіотиків [192]. За умов патологічного стану статеві розбіжності можуть бути ще більш вираженими. Так, показано, що при експериментальному холестазі статеві відмінності у функціональному стані печінки щурів самок були більш виражені, ніж у самців [189].
Визначення характеру гепатотоксичної дії ксенобіотиків базується на  сучасному уявленні про три основних групи токсичних уражень печінки: гепатоцелюлярний, холестатичний та змішаний [193]. Мішенню токсичного впливу можуть бути гепатоцити (некроз), жовчні протоки і канальці (холестаз) або синусоїдальні клітини (ендотелій, ліпідовміщуючі клітини). Токсичні ураження печінки можуть включати ушкодження паренхіми у вигляді функціональних порушень (індукції мікросомальних ферментів, гіпербілірубінемії). Хоча для ушкоджуючого токсичного впливу на печінку характерним є кратне посилення активності ферментів-маркерів гепатоцитотоксичного впливу (АЛТ, АСТ, ЛФ та ін.), для визначення безпечних рівнів впливу на організм важливо врахування змін меншої інтенсивності, якщо вони мають дозозалежний характер [177]. Критерієм важкості гепатотоксичного впливу є гістопатологічні зміни органу та їх зворотність. До таких змін належать: апоптоз, гепатоцелюлярна дегенерація, некроз, запальні зміни в органі, холестаз, формування стеатозу у вигляді гострих жирових змін і стеатогепатит [177, 193]. 
У щурів при дії 7‑ГОК у субхронічному досліді виявлялись зміни, що характерні для слабо вираженого холестазу – дисліпідемія, підвищення активності ЛФ [194], вакуолізація гепатоцитів, мікроциркуляторні порушення у печінковій часточці. Збільшення розмірів гепатоцитів (″набухання″) та посилення активності амінотрансфераз у сироватці крові може вказувати на підвищення проникності клітинної мембрани. Ступінь ушкодження мембранних структур є важливим критерієм тяжкості гепатотоксичного ефекту. Оскільки за субхронічної дії 7-ГОК не виявлено некротичних змін гепатоцитів, цілісність їх мембран зберігалася,  активності мембранозв′язаних АТФаз гепатоцитів змінюювалися помірно, то виявлені ефекти можна вважати слабко, або помірно вираженими.
Дослідження токсикодинаміки за умов субхронічної дії 7-ГОК на організм щурів показало, що вплив на нирки проявляється, переважно, в кінці експозиції, у діапазоні доз 50-500 мг/кг.  7-ГОК у дозі 20 мг/кг не чинив токсичного впливу на нирки.
За дії 7-ГОК у дозах 500, 200 і 50 мг/кг концентрація білка в сечі підвищувалась дозозалежно і становила у самок – від 116 % до 433 %, у самців – від 42,8 % до 200 %. Зниження pH сечі у самок теж залежало від дози і становило від 5,9 % до 15,4 %, у самців зниження рН сечі спостерігалося тільки за дії 7-ГОК в максимальній дозі і становило 11 %. Змін інших досліджених показників – питомої  ваги, креатинину, сечовини, глюкози, хлоридів не виявлено. У відновлювальний період наведені показники сечі не відрізнялись від контролю.
Морфоструктура тканин нирок зазнавала змін у обох статей щурів у дозах 200 і 500 мг/кг. Порушення структури нирок не залежало від статі, але мало чітку дозову залежність і характеризовалось зморщенням судинних клубочків, зменшенням просвіту проксимальних канальців, набуханням клітин епітелію, лізисом апікальної частини епітеліоцитів та частини ядер. Епітелій дистальних канальців зазнавав більш виражених змін, ніж епітелій проксимальних канальців. Значний відсоток клітин мав зруйновану апікальну частину, залишки деформованих ядер були сконцентровані біля базальної мембрани. Частина епітелію дистальних канальців зазнавала повної руйнації. В збірних трубочках мозкового шару нирки висота епітелію зменшувалася. Прогностично важливим є той факт, що ушкоджень капсули Боумена-Шумлянського, базальної мембрани епітелію не спостерігалось, що свідчило про функціональний характер змін. На користь цього свідчить і відсутність структурних порушень нирок після відновлювального періоду.
Отримані дані свідчать про те, що за субхронічної дії 7-ГОК у щурів обох статей викликає протеїнурію, що може бути обумовлена порушенням гломерулярної фільтрації білка та процесу його реабсорбції в канальцях [155]. Беручи до уваги те, що 7‑ГОК майже повністю виділяється з сечею у нативному вигляді та у вигляді гідрофільних глюкуронових кон'югатів  [195], а також високу спроможність 7‑ГОК зв′язуватись з транспортними білками плазми крові [41], не виключено, що підвищення його концентрації у нирках може призвести до зазначених структурних змін.
Патоморфологічними дослідженнями також встановлено, що за субхронічного впливу 7-ГОК чинить токсичну дію на тонкий кишечник, серце і легені щурів. 
Зміни структури тонкого кишечника за впливу 7-ГОК спостерігаються у дозах 50, 200 і 500 мг/кг, мають дозову залежність, їх вираженість не залежить від статі щурів. Порушення структури тонкого кишечника щурів у дозі 500 мг/кг характеризувалися видовженням ворсинок, зменшенням глибини кишкових крипт. Кінці ворсинок, тонкі, не містили кровоносних та лімфатичних судин, були заповнені сполучною тканиною. Просвіт між стромою та епітелієм деяких ворсинок збільшувався і був заповнений сполучною тканиною. Спостерігалися невеликі осередки запалення, повнокров'я кровоносних судин ворсинок, застійні явища у лімфатичних судинах. У стромі ворсинок спостерігався підепітеліальний набряк. Отже, 7-ГОК призводив до застійних явищ у кровоносних та лімфатичних судинах слизової оболонки тонкої кишки, запалення та підепітеліальних набряків, що може свідчити про зниження обмінних процесів у тонкій кишці [162, 163, 164]. Через місяць після відновлювального періоду зміни  структури слизової оболонки тонкої кишки не виявлено. 
У дозі 200 мг/кг, як у самок, так і у самців спостерігались булавовидні ворсинки, в розширених місцях ворсинок відмічено застій лімфи та повнокров'я судин. Кінці ворсинок видовжені, наповнені сполучною тканиною.
У дозі 50 мг/кг у самок та у самців, в деяких випадках, виявлено розширення верхніх частин ворсинок, збільшення кровонаповнення судин. 
Кардіотоксична дія 7-ГОК проявлялась морфоструктурними змінами в кардіоміоцитах, у самців – у дозах 50, 200 і 500 мг/кг, у самок – у дозах 200 і 500 мг/кг, їх вираженність мала чітку дозову залежність. 
У дозі 500 мг/кг як у самців, так і у самок,  спостерігалось витончення кардіоміоцитів, що розміщувалися менш щільно, ніж у контрольних тварин, збільшувалися проміжки між пучками м'язових волокон, зменшувалося кровонаповнення судин мікроциркуляторного русла. Перикард і ендокард не зазнавали змін. У відновлювальний період гістоархітектоніка серця піддослідних щурів не відрізнялась від контролю.
У дозі 200 мг/кг виявлено незначне витончення кардіоміоцитів у самців. У самок відмічалося незначне зменшення кровонаповнення судин. 
У дозі 50 мг/кг спостерігалось незначне витончення кардіоміоцитів у самців, у самок змін не виявлено. 
Виявлені морфоструктурні зміни в кардіоміоцитах можуть бути наслідком порушення вуглеводного обміну в організмі щурів за дії 7‑ГОК, що призводить до погіршення енергозабезпечення міокарду  [196]. 
7-ГОК викликав структурні зміни легень тільки у дозі 500 мг/кг, які мали зворотний характер. У самців морфологічні порушення структури легень проявлялись потовщенням міжальвеолярних перегородок за рахунок того, що епітеліальні клітини альвеолярної стінки набували кубічної форми. Ядра респіраторних альвеолоцитів були овальні, або, навіть, округлі. Виявлені зміни структури легень у самок були менш виражені, ніж у самців.
Аналіз результатів досліджень дозволяє зробити висновок, що при субхронічному пероральному надходженні в організм щурів самців та самок  7‑ГОК чинить дозозалежну політропну дію, що характеризується ураженням печінки, нирок, тонкого кишечника, центральної нервової системи, серця, легень, гіпохромною анемією. Основними органами мішенями токсичної дії 7-ГОК є печінка, нирки і тонкий кишечник. 
Особливістю токсичного впливу 7‑ГОК є гіпоглікемізуюча дія, вплив на обмін ліпідів, гістоморфологічні порушення в кишечнику. 
Лімітуючими показниками гепатоксичної дії 7-ГОК є показники вуглеводного і ліпідного обмінів (вміст глюкози і тригліцеридів у сироватці крові). Оскільки за субхронічної пероральної дії 7-ГОК на організм щурів у дозі 20 мг/кг не виявлено  токсичного впливу за всіма дослідженими показниками у всі строки експозиції, то можна вважати, що вказана доза 7-ГОК є недіючою.
Для визначення характеру і типу комбінованої дії 7-ГОК із ЕС проведені порівняльні дослідження ізольованої і комбінованої дії наданих речовин як за умов гострого, так і підгострого впливу на більш чутливій статі щурів – самках.
Встановлено, що 7-ГОК при одноразовій ізольованій дії на організм щурів самок у дозі 5000 мг/кг викликав короткочасну (10-15 хв.) гіперчутливість тварин, яка змінювалась загальним пригніченням упродовж першої доби, а також ознаками порушення сечовиділення. Стан тварин нормалізувався на 3-ю добу. В кінці досліджень (на 7 добу) під впливом 7-ГОК знижувався  приріст маси тіла тварин майже на 100 %, та збільшувалася відносна маса нирок на  24,6 %. Достовірних змін показників, що характеризують функціональний стан печінки і підшлункової залози (АлАТ, АсАТ, ЛФ, α-амілаза,  загальний білок, холестерин, тригліцериди сироватки крові, а також  рН, білок, α-амілаза сечі) не встановлено. 
Вплив 7-ГОК на організм щурів самок, в цілому, проявлявся ознаками нефротоксичності. Так, вже через 3 години після отруєння, у тварин суттєво зменшувались діурез (в 2 рази) і, відповідно, кліренс сечовини (на 62 %), спострерігались гіперстенурія, слабка глюкозурія. 
Через 24 години діуретична функція нирок відновлювалася, проте виявлялася виражена глюкозурія  (в дослідній групі – 5,17 мМ/л, в контрольній – 0,0 мМ/л), внаслідок чого, ймовірно, підвищувалась питома вага сечі; зменшувалась концентрація сечовини в сечі і збільшувалась відносна маса нирок. Зміни біохімічних показників сироватки крові, в цей строк дослідження, відображали посилення нефротоксичного впливу – збільшувалась концентрація сечовини в крові (на 22 %), проте достовірного зниження її кліренсу не спостерігалось.  Зменшення вмісту глюкози в сироватці крові (на 16 %) при значній екскреції її з сечею може бути наслідком зниження її реабсорбції в нирках. 
Через 3 доби, показники вуглеводного обміну нормалізувались, проте спостерігалось достовірне зниження кліренсу сечовини (на 55 %), що  свідчить про порушення азотовидільної функції нирок. На 7 добу дослідження змін показників функціонального стану нирок не виявлено. 
Гепатотоксична дія 7‑ГОК за умов гострої інтоксикації за дослідженими показниками не виражена, про що свідчить стабільність біохімічних маркерів функції печінки та показників ліпідного обміну у всі строки досліджень, за винятком, незначного підвищення концентрації сечовини та зниження концентрації глюкози в крові, обумовлених порушенням азотовидільної і фільтраційної функцій нирок. Крім того, через 1 добу 7-ГОК знижував вміст МДА в тканинах печінки. Так, рівень фонового вмісту, спонтанного та аскорбат-залежного утворення МДА відповідно зменшувався на 72 %-76,0 %. Через 3 та 7 діб вміст МДА в тканинах печінки був на рівні контролю.
Відомо, що в умовах активації ПОЛ при патологічних станах, речовин з антиоксидантними властивостями забезпечують мембранопротекторну дію [197, 198]. Проте, вивчення діагностичної цінності надмірного зниження вмісту продуктів ПОЛ практично не проводилося [199]. Пригнічення нормальних процесів перекисного окислення в організмі може порушувати вільнорадикальний гомеостаз, уповільнювати окислення ендотоксинів та призводити до функціонального перевантаження системи детоксикації організму в цілому. Відомо, що в біологічних системах, будь-якого рівня організації, постійно є певна кількість активних продуктів – ініціаторів ПОЛ, які утворюються в якості побічних продуктів функціонування електронтранспортних ланцюгів мітохондрій, ендоплазматичного ретикулуму, ферментативних оксигеназних реакцій та ін. Зниження інтенсивності ПОЛ в організмі спостерігається при патологічних процесах, що супроводжуються зниженням обмінних процесів в організмі. Так, при експериментальному гіпотиреозі рівень МДА в печінці щурів  зменшувався на 27 % [200]. Для природного гепатопротектору-антиоксиданту силібіну, який у високих дозах викликає безсимптомну гіпербілірубінемію, також характерним було зниження інтенсивності ПОЛ [201]. Регулятори росту рослин – івін і триман, за умов субхронічної дії, викликали фазові зміни  інтенсивності ПОЛ мітохондріальних мембран гепатоцитів. Ступінь зниження вмісту МДА, в залежності від часу дії, становив від 27 %  до 70 %, що може бути пов'язано із зміною в'язкості мембран, внаслідок модифікації їх ліпідної фази [202]. Отже, пригнічення утворення одного з  продуктів ПОЛ (МДА) не може бути однозначно пов′язаним із гепатотоксичною дією 7‑ГОК, а, ймовірно, обумовлено наявністю у 7-ГОК певного антиоксидантного потенціалу та модифікацією ліпідних мембран гепатоцитів, що узгоджується з літературними даними [12, 13, 168, 202, 203].
Отримані результати досліджень свідчать,  що за умов гострого перорального впливу 7-ГОК чинить переважно нефротоксичну дію, яка проявляється вираженою глюкозурією, порушенням кліренсу сечовини. Це свідчить про ушкодження епітелію проксимальних канальців, яке може бути обумовлено тим, що 7-ГОК і його кон′югати з глюкуроновою кислотою виділяються із організму, переважно, з сечею шляхом  активного транспорту за участю транспортних мембранних білків MRP3 та MRP4 [180, 204], що і призводить до дисфункції епітелію.  
При ізольованій дії ЕС у дозі 6000 мг/кг основним у характері гострої інтоксикації щурів самок був наркотичний сон тривалістю  47,6 ±7,3 хв та зниження їх активності упродовж першої доби досліджень. Зниження приросту маси тіла було аналогічним гострому впливу 7-ГОК, збільшення  відносної маси нирок та печінки становило 11 % і 17 %, відповідно.
Через 3 години ЕС у сироватці крові викликав достовірне зниження вмісту загального білка на 18,4 %, підвищення активності АлАТ на 28 %, АсАТ на 15 %. Спостерігалось зниження діурезу на 87 % і, як наслідок, кліренсу сечовини на 86 %, підвищення питомої ваги на 4,8 % та концентрації глюкози в сечі (0,05 ± 0,03 мМ/л, у контролі – 0). На 1-у та 3‑ю добу змін досліджених показників сироватки крові та сечі не виявлено; на 7-у добу  спостерігалось достовірне зниження вмісту загального білка на 9,8 %, підвищення концентрації холестерину та тригліцеридів в сироватці крові – на 24 % і 31 %, відповідно, сечовини в сечі – на 25 %. 
Достовірних змін інших досліджених показників сироватки крові і сечі не виявлено. Достовірних змін вмісту МДА в усі строки дослідження не виявлено, оскільки за даними [169, 205], активація ПОЛ в печінці спостерігається в першу годину після гострої інтоксикації, а стійкий оксидативний стрес в організмі розвивається після багаторазового введення ЕС [206] у токсичних дозах. 
Результати досліджень свідчать про те, що ЕС за умов гострої інтоксикації у дозі 6000 мг/кг чинить нейротоксичну дію, викликає порушення функцій печінки і нирок. Нефротоксичний ефект проявляється в ранній період інтоксикації і характеризується порушенням діурезу та слабкою глюкозурією. Гепатотоксична дія ЕС характеризується порушенням ліпідного обміну та зниженням білоксинтезуючої функції печінки. Незначне підвищення активності амінотрансфераз в токсикогенну фазу гострої дії ЕС може бути обумовлено його цитотоксичною дією. Оскільки активація вказаних ферментів була невираженою і нестійкою, то можна вважати, що такі зміни направлені на відновлення порушеного гомеостазу організму щурів.
Дослідження комбінованої гострої дії 7-ГОК та ЕС при пероральному надходженні в організм щурів самок у дозах 5000 мг/кг і 6000 мг/кг, відповідно, дозволило встановити відсутність посилення токсичного впливу за приростом маси тіла тварин і тривалістю наркотичного сну. Приріст маси тіла був зниженим, практично, в такому ж ступені, як і за ізольованої дії 7-ГОК і ЕС. Після введення комбінації речовин наркотичний сон був на 60 % менш тривалим, ніж за ізольованої дії ЕС.
Додаткові дослідження тривалості наркотичного сну за сумісної дії 7-ГОК (перорально в дозі 5000 мг/кг) і ЕС (внутрішньочеревинно в дозі 4500 мг/кг) й ізольованої дії ЕС (внутріньоочервинно в дозі 4500 мг/кг) показали, що відмінності у тривалості наркотичного сну не спостерігається. Відсутність достовірних змін тривалості сну при сумісному введенні 7-ГОК (перорально) з ЕС (внутрішньоочеревинно) дозволяє вважати, що скорочення тривалості наркотичного сну при комбінованій пероральній дії досліджених речовин у токсичних дозах зумовлено порушенням процесів всмоктування ЕС у шлунково-кишковому тракті щурів. Причиною порушення всмоктування ЕС у шлунково-кишковому тракті може бути вплив 7-ГОК на слизову оболонку шлунково-кишкового тракту щурів.
На відміну від ізольованої дії 7-ГОК із ЕС, при їх комбінованому впливу на організм щурів виявлено збільшення абсолютної та відносної маси печінки на 15 % і 17 %, відповідно. Дослідження клініко-біохімічних параметрів сироватки крові та сечі дозволило  встановити, що за  комбінованої дії 7-ГОК та ЕС у зазначених дозах  достовірних змін в сироватці крові активності АлАТ, АсАТ, α-амілази, концентрації загального білка, холестерину, тригліцеридів не спостерігалось в усі строки дослідження. Параметри сечі – рН, вміст білка, активність α‑амілази були на рівні контролю. 
Через 3 години спостерігалось вірогідне зниження діурезу (на 80 %), кліренсу сечовини (на 79 %), підвищення питомої ваги сечі (на 0,6 %), концентрації глюкози в ній (0,01±0,00 мМ/л, в контролі - 0); 24 години – зниження концентрації глюкози в сироватці крові (на 13 %), сечовини в сечі (на 16 %), кліренсу сечовини (на 47 %), підвищення сечовини (на 43 %) і активності ЛФ у сироватці крові  (на 21 %), питомої ваги сечі (на  0,87 %); 3 доби – підвищення активності ЛФ (на 30 %). Через 7 діб достовірних змін досліджених  показників не встановлено. 
При комбінованій дії 7-ГОК і ЕС, як і за ізольованого впливу 7‑ГОК рівень МДА в печінці (фоновий, спонтанний та аскорбат-залежний) через 1 добу був знижений, проте в меншій мірі – на 37,8 %, 58,3 % та 67,5 %, відповідно.
Результати досліджень свідчать, що гострий вплив комбінації ЕС та 7‑ГОК обумовлений, переважно, токсичними ефектами, властивими кожній з досліджених речовин. Вираженість змін досліджених показників не перевищувала таких за умов ізольованої дії речовин.
Дивізивним методом за змінами більшості досліджених показників, що характеризують стан органів і систем (тривалістю етанолового сну, абсолютна та відносна маса печінки,  приріст маси тіла, концентрація загального білка, глюкози, тригліцеридів, активність АлАТ, АсАТ у сироватці крові; діурез, питома вага сечі),  встановлено незалежний тип комбінованої дії 7‑ГОК та ЕС за умов одноразового перорального надходження в організм  щурів самок.
Антагонізм токсичної дії досліджених речовин виявлено за глюкозурією  (24 години),  зниженням концентрації сечовини в сечі (3 доби), підвищенням концентрації холестерину у сироватці крові (7 діб); потенціювання токсичного ефекту  –  за підвищенням концентрації сечовини у сироватці крові та зниженням кліренсу сечовини (24 години), підвищенням активності ЛФ у сироватці крові (24 години та 3 доби).
Найбільш вагомим ефектом комбінованої дії 7-ГОК та ЕС є підвищення концентрації сечовини в сироватці крові та зниження кліренсу сечовини, що свідчить про порушення азотовидільної функції нирок, яке проявляється в ранній період інтоксикації. Через 3 доби за вказаними показниками потенціювання змінюється на незалежний тип комбінованої дії, що може свідчити про послаблення нефротоксичного впливу комбінації речовин в цей період дослідження. Не дивлячись на те, що за активністю ЛФ виявлено потенціювання комбінованої дії речовин, цей ефект не є токсикологічно значимим, оскільки підвищення активності ферменту хоч і було достовірним, але величини даного показника не виходили за межі фізіологічних коливань.
Досліджено ізольований та комбінованований підгострий вплив на організм щурів самок 7‑ГОК у дозах 20 або 200 мг/кг та ЕС –  у дозі 750 мг/кг.
Встановлено, що за ізольованої підгострої дії 7-ГОК у дозі 20 мг/кг не чинив токсичного впливу на організм щурів. У дозі 200 мг/кг 7-ГОК не викликав клінічних симптомів інтоксикації, не чинив впливу на стан ЦНС, через 28 діб досліджень виявлено достовірне зниження концентрації глюкози (на 32,4 %) та підвищення концентрації тригліцеридів у сироватці крові (на 51 %), що свідчить про порушення вуглеводного і ліпідного обміну, характерне для даної речовини. Достовірних змін параметрів сечі не встановлено. 
За умов ізольованої підгострої дії ЕС на організм щурів самок у дозі 750 мг/кг змін результатів тесту ″приземлення на задні кінцівки″ не виявлено. Це свідчить, що на рівні реалізації позотонічних рефлексів, функція ЦНС не порушена. Однак, за поведінковими реакціями (рухово-дослідницька активність у відкритому полі, норковий рефлекс, реакції пасивно-оборонного характеру) спостерігалось пригнічення діяльності вищої нервової системи щурів. Так, через 14 діб пригнічувались: горизонтальна активність тварин (на 60 %), вертикальна активність (на 75 %), норковий рефлекс (на 47,5 %). Через 28 діб виявлено  подовження латентного періоду руху щурів у ″відкритому полі″ (в 2,4 рази), зниження горизонтальної та вертикальної активності (на 70 %), норкового рефлексу (на 42,2 %), піддослідні щури в 2,3 рази частіше переховувались у справжній нірці, ніж контрольні.
За даними клініко-біохімічного дослідження підгострого ізольованого впливу ЕС через 14 діб  встановлено достовірне підвищення у сироватці крові активності α-амілази (на 20,3 %) та концентрації сечовини (на 17,5 % ); зниження концентрації сечовини в сечі (на 25,7 %); 28 діб – підвищення активності лужної фосфатази у сироватці крові (на 9,4 %), зниження концентрації сечовини в  сечі (на 13,6 %).
Отримані дані свідчать про те, що ЕС за ізольованої підгострої дії у дозі 750 мг/кг пригнічує діяльність ЦНС, викликає порушення функції нирок, печінки, підшлункової залози, что характерно для алкогольної інтоксикації [207-209].
За умов комбінованої підгострої дії на організм щурів самок 7-ГОК у дозах 200 або 20 мг/кг, та ЕС у дозі 750 мг/кг, як і за ізольованої підгострої дії ЕС, змін тесту ″приземлення на задні кінцівки″ не виявлено, спостерігалось зниження рухово-дослідницької активності щурів, що свідчить про пригнічення діяльності ЦНС.
Комбінований вплив  7-ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг через  14 діб викликав збільшення латентного періоду початку руху щурів у ″відкритому полі″ (на 84 %), зниження горизонтальної активності (на 63 %), вертикальної активності (на 83 %), норкового рефлексу (на 41 %);  28 діб – зниження горизонтальної активності – на 50 %, норкового рефлексу (на 65 %) та посилення пасивно-оборонної поведінки (частота відвідувань справжньої нірки зростала  у 4 рази)
При комбінованому надходженні в організм щурів упродовж 28 діб 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг встановлено, що через 14 діб знижувалась горизонтальна активність тварин на 59 %, вертикальна активність – на 83 %, норковий рефлекс – на 53 %; 28 діб – знижувалась горизонтальна активність (максимально на 46 %), норковий рефлекс – на 74 %. Піддослідні щури переховувались у справжній нірці в 3,3 рази частіше, ніж контрольні. 
Відомо, що 7‑ГОК проникає через гематоенцефалічний бар′єр, чинить нейропротекторний вплив [211, 212]. В цьому разі можна було б очікувати послаблення впливу алкоголю на організм, як то було показано в останніх дослідженнях на моделі важкої хронічної алкогольної інтоксикації [176]. Проте, як видно з отриманих нами даних, в обох комбінаціях вплив комбінації речовин на ЦНС був майже аналогічним, 7‑ГОК, незалежно від дози, не впливав на перебіг інтоксикації ЕС. Це зумовлено тим, що в нашому дослідженні були застосовані принципово інші моделі алкогольної інтоксикації. Відсутність посилення, або зменшення впливу ЕС на функціональний стан нервової системи за комбінованої дії з 7-ГОК у нашому дослідженні свідчить про незалежний тип дії досліджених речовин [101] на нервову систему за умов обраних доз та режимів надходження в організм. 
За даними клініко-біохімічного дослідження сироватки крові та сечі вплив комбінації 7‑ГОК (200 мг/кг) та ЕС (750 мг/кг) характеризувався змінами, аналогічними ізольованому впливу ЕС. Через 14 діб у сироватці крові спостерігалось достовірне підвищення активності α‑амілази (на 31,5 %), концентрації сечовини (на 21,3 %) при зниженні її в сечі (на 11,9 %). Через 28 діб у сироватці крові зберігалось слабке підвищення  активності α‑амілази (на 20,5 %), концентрації сечовини (на 18,1 %) та зниження її в сечі (на 12,4 %), На відміну від ізольованої дії ЕС виявлено слабке достовірне підвищення активності АсАТ (на 14 %), що може свідчити про посилення переамінування амінокислот, та підвищення питомої ваги сечі (на 0,58 %).  Отримані дані свідчать про те, що дана комбінація речовин призводить до слабкої дисфункції нирок та підшлункової залози.
При комбінованій дії 7‑ГОК (20 мг/кг) та ЕС (750 мг/кг) через 14 діб у сироватці крові виявлено підвищення концентрації сечовини (на 18,7 %) та активності α-амілази (на 22,3 %), у сечі – зниження концентрації сечовини (на 15,9 %). Через 28 діб  достовірних змін показників сироватки крові  та сечі не спостерігалось. Як видно з наведених даних, комбінація з меншим вмістом 7-ГОК (20 мг/кг) чинить менш виражений вплив на азотовидільну функцію нирок та функцію підшлункової залози, ніж комбінація з 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг.
Отже, за умов комбінованого підгострого впливу 7‑ГОК у дозі 20 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг, 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг характер токсичної дії є подібний і обумовлений, значною мірою ефектами, що властиві ЕС – пригнічення поведінкових реакцій щурів, слабке зниження азотовидільної функції нирок та вплив на функцію підшлункової залози.
За дії комбінацій 7‑ГОК у дозах 200 мг/кг або 20 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг  простежується залежність ″доза-час-ефект″:  у комбінації де 7‑ГОК становив 20 мг/кг, у порівнянні з вищою дозою,  вплив на ЦНС, за деякими показниками, був менш вираженим, а зміни показників, що характеризують стан нирок і підшлункової залози  під кінець досліджень відновлювались.
Слід зауважити, що за комбінованої підгострої дії досліджених речовин не спостерігається змін концентрації глюкози та тригліцеридів у сироватці крові – одних із лімітуючих показників, характерних для токсичної дії 7-ГОК. Це ще раз підтверджує, що характер комбінованої дії досліджених речовин більшою мірою зумовлений дією ЕС. 
Застосування дивізивного методу для оцінки типу комбінованої підгострої дії, дозволило визначити, що за умов підгострої комбінованої дії 7‑ГОК у дозах 20 або 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг за дослідженими показниками, що відображають стан ЦНС, функцію печінки, нирок і підшлункової залози встановлено незалежний тип комбінованої дії, за вийнятком одного випадку – антагонізм  за зниженням концентрації глюкози в сироватці крові через 28 діб експозиції комбінації 7-ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг.
Узагальнюючи  результати даної роботи  можна стверджувати, що 7‑ГОК є малотоксичною речовиною, чинить слабку кумулятивну дію функціонального характеру. Для 7-ГОК характерна дозозалежна політропна дія на організм. Основними органами мішенями токсичної дії 7-ГОК є печінка, нирки, тонкий кишечник.
Вплив на печінку проявляється більшою мірою за умов кумулятивної і субхронічної дії, ніж за умов гострого та підгострого впливу. Характер гепатотоксичної дії полягає в порушенні вуглеводного і ліпідного обмінів, слабким інгібуванням монооксигеназної системи печінки, зниженням активності АТФаз гепатоцитів, інтенсифікацією процесів фосфорилювання, слабо вираженим підвищенням активності маркерних ферментів гепатоцитотоксичності, зворотною жировою дистрофією та порушенням гемодинаміки у тканинах печінки. Найбільш ранньою ознакою ушкодження печінки є порушення вуглеводного і ліпідного обмінів.
Нефротоксична дія 7-ГОК проявляється за умов гострої, підгострої, кумулятивної і субхронічної дії і характеризується порушенням азотовидільної, фільтраційної функцій нирок, процесів реабсорції та дистрофічними змінами епітелію проксимальних і дистальних канальців, зворотним ушкодженням судинних клубочків (за субхронічного впливу).
Токсичний вплив 7-ГОК на шлунково-кишковий тракт виявлено за гострої, кумулятивної і субхронічної дії. Ураження шлунку проявляється при гострій і кумулятивній дії і характеризується гострим катаральним запаленням слизової оболонки (інфільтрація лімфоїдноклітинними елементами, розростанням сполучно-тканинної строми), ознаками некрозу у головних, парієтальних клітинах та слизовій оболонці шлунку. 
Порушення структури тонкого кишечника за умов кумулятивної і субхронічної дії характеризується інфільтрацією лімфоїдноклітинними елементами у власній пластині слизової оболонки, десквамацію крайового епітелію, видовженням ворсинок, зменшенням глибини кишкових крипт,  застійними явищами у лімфатичних і кровоносних судинах, підепітеліальним набряком. Виявлені зміни структури шлунку і тонкого кишечника можуть обумовлювати зниження абсорбційних та обмінних процесів у тканинах вказаних органів.
 7‑ГОК у всіх проведених дослідах не призводить до розвитку видимих ознак неврологічних порушень. За умов кумулятивної дії 7-ГОК впливу на рухову-дослідницьку активність щурів не виявлено. При підгострій дії в дозі 200 мг/кг і субхронічній дії на рівні доз 200 і 500 мг/кг 7-ГОК пригнічує  рухову-дослідницьку активність щурів. Вираженність змін поведінкових реакцій залежить від дози і часу дії. Характерним при субхронічній дії є те, що у ранні періоди інтоксикації превалюють зміни показників емоційного стану тварин (фрізінги, грумінг, уринація) над рухово-дослідницькими, що свідчить про наростання тривоги у відповідь на стресогенну ситуацію ″відкритого поля″. Слід зазначити, що така форма поведінки, як фрізінг, спостерігалась у контрольних та піддослідних щурів обох статей тільки за умов субхронічного дослідження 7-ГОК. Фрізінг, хоч і є фізіологічно нормальною поведінкою щурів, свідчить про початково високий рівень тривожності щурів у відповідь на стресову ситуацію – вміщення у незнайомий простір, у тесті ″відкрите поле″ [213, 214]. Як відомо, поведінкові реакції є результатом вищої нервової діяльності тварин – сукупності рефлекторних та емоційних реакцій, що забезпечують адекватну реакцію тварин на оточуючі подразники, що змінюються. За визначенням, поведінкові реакції є лабільним показником на який впливають не тільки умови експерименту, але й сезонні, добові ритми тварин, кліматичні чинники (атмосферний тиск, коливання температури) [215]. Токсичний вплив, що є стресовою ситуацію для організму, та, особливо, гепатотоксична дія тісно пов′язані з змінами поведінкових реакцій [216]. На фоні початково високого рівня тривожності тварин токсична дія 7‑ГОК проявлялася часо- та дозозалежними змінами поведінки щурів обох статей. У цих умовах чітко виявилися і статеві розбіжності у поведінці щурів, що відображають більшу чутливість стійкість самців до стресу [217, 218]. У самців щурів зміни поведінкових реакцій наставали і відновлювалися раніше, ніж у самок. Однією з причин змін поведінки тварин у ″відкритому полі″ може бути  зниження рівня глюкози в організмі піддослідних тварин, що спостерігалося при дії 7‑ГОК [219, 220].
За даними досліджень кумулятивної дії 7-ГОК встановлено, що він не впливає на стан серцево-судинної системи про що свідчить відсутність змін ЕКГ, активності АСТ у сироватці крові, та структури міокарда.
Кардіотоксичний ефект виявляється тільки в ході субхронічного експерименту при впливі 7‑ГОК у високих дозах, що характеризуються витонченням кардіоміоцитів, збільшенням проміжків між пучками м′язових волокон, зменшенням кровонаповнення судин мікроциркуляторного русла. Ймовірно, виявлені зміни є не прямою дією 7‑ГОК на кардіоміоцити, а опосередкованою, внаслідок порушення вуглеводного обміну в організмі щурів за дії 7‑ГОК, що, в свою чергу, може призвести до змін енергозабезпечення міокарду  [195]. 
Вплив 7-ГОК на ЦНС, периферичну систему крові та легені, як і на серцево-судинну систему, не є специфічним, оскільки проявляється на високому рівні доз, зміни були слабо вираженими і мали зворотний характер. 
Отримані експериментальні дані розширюють уявлення про вплив сполук родини кумаринів на організм ссавців і дозволяють, із залученням даних літератури провести порівняльний аналіз властивостей 7‑ГОК та кумарину. Так, за даними [53] обидві речовини слабко розчинні у воді (0,22 % для кумарину та  0,031 % для 7-ГОК), їм обом властивий високий коефіцієнт  розподілу в системі н-октанол-вода (21,5 % для кумарину та  10,4 % для 7-ГОК), що зумовлює високу проникність крізь ліпідні мембрани шляхом пасивної дифузії [221]. Обидві речовини мають достатньо високу здатність зв’язуватися з протеїнами плазми крові (35 % для кумарину та  47 % для 7‑ГОК), проте їхня біодоступність висока, оскільки рівень зв’язування не перевищує критичного порогу – 80 % [53]. Метаболізм 7-ГОК, на відміну від кумарину [38] відбувається без утворення токсичних метаболітів та не має видової специфічності, що свідчить про прогностичну цінність даних експериментальних досліджень токсичних властивостей 7-ГОК. Гостра токсичність 7-ГОК низька порівняно з кумарином, для якого ЛД50 становить 680 мг/кг [47].  За умов тривалого впливу для 7-ГОК, так як і для кумарину, токсичний вплив на печінку є лімітуючим. Проте, якщо  кумарин чинить виражений гепатоцитотоксичний влив [48], то дія 7‑ГОК характеризується змінами метаболічного характеру – порушенням обміну ліпідів та вуглеводів, а його гепатоцитотоксичний і холестатичний ефекти виражені слабо. Гіпоглікемізуюча дія властива і кумарину, проте, на відміну від  7‑ГОК, вона виявлена на рівні летальних доз. Органами мішенями токсичного впливу для 7-ГОК, так само, як і для кумарину є печінка, нирки та шлунково-кишковий тракт, але вплив кумарину, на відміну від 7-ГОК, має виражений деструктивний характер [222]. Обом речовинам властиве пригнічення МОГС за зниженням n-деметилювання та активності цитохрому Р-450, проте порівняно з кумарином [50], за дії 7‑ГОК цей ефект менш виражений.
Таким чином, вплив 7-ГОК за багатьма токсикологічними показниками подібний до дії кумарину, але значно менше виражений за рівнем доз та ефектами. Це свідчить про можливість використання даних токсикологічної оцінки кумарину для прогнозування хронічної токсичності 7-ГОК та віддалених ефектів токсичного впливу. 
Базуючись на отриманих результатах досліджень та принципах  досліджень безпечності харчових добавок, можна спрогнозувати недіючий рівень 7-ГОК за умов хронічного надходження в організм та розрахувати ДДД для людини.
За даними Європейської Агенціїї з безпеки харчових продуктів (EFSA)  ДДД кумарину для людини становить 0,1 мг/кг,  або 6 мг/добу на 60 кг маси тіла. 
При хронічному надходженні в організм щурів недіюча доза (NOEL) кумарину для собак – 10 мг/кг, щурів – 30 мг/кг,  бабуїнів – 22,5 мг/кг [33]. NOEL для щурів і собак були встановлені на основі виявлених гепатотоксичних ефектів, для бабуїнів – загальнотоксичної дії. 
Основою для наукового обгрунтування ДДД кумарину для людини була недіюча доза (NOEL) в хронічному експерименті  для собак – 10 мг/кг, коефіцієнт запасу – 100 (складається з 10-кратного фактору екстраполяції експериментальних данних на людину та 10-кратного фактору, що враховує варіабельність індивідуальної чутливості людини до ушкоджуючого фактору). 
Гепатотоксична дія кумарину у щурів і собак, на відміну від бабуїнів і людини обумовлена видовою різницею в метаболізмі. У бабуїнів  і людини основним метаболітом є 7-ГОК (від 70 % до 92 %) та о‑гідроксифенілуксусна кислота. 7-ГОК виділяться в основному з сечею у вигляді кон′югатів з глюкуроновою кислотою [29, 204]. У щурів кумарин метаболізує до 3,4-епоксикумарину і 7-ГОК, о‑кумарової кислоти і 2‑гідроксифенілпропіонової кислоти, основними метаболітами є перші два. Гепатотоксична дія кумарину обумовлена в більшому ступені 3,4‑епоксикумарином, ніж 7-ГОК.
Виходячи з отриманих результатів досліджень даної роботи, NOEL для щурів 7-ГОК у субхронічному експерименті – 20 мг/кг за впливом на печінку, нирки і тонкий кишечник. Оскільки в дозі 50 мг/кг виявлені незначні порушення функції печінки і нирок, гістоструктурні зміни у тканинах вказаних органів були невиражені, то доза 50 мг/кг може бути мінімально діючою і в хронічному експерименті. Таким чином, прогнозуючи хронічну токсичність 7-ГОК для щурів можна очікувати, що за умов хронічної токсичності  NOEL буде такою ж, як і за субхронічної дії – на рівні 20 мг/кг. На користь цього свідчать дані досліджень хронічної токсичності кумарину на бабуїнах, NOEL для яких складає 22,5 мг/кг.  В обох випадках, токсична дія на організм обумовлена 7-ГОК. Беручи до уваги дані літератури щодо віддалених наслідків дії кумарину та 7-ГОК, вони не повинні бути лімітуючими при оцінці небезпечності 7-ГОК.
Виходячи з прогнозованої величини NOEL 7-ГОК для щурів у хронічному експерименті 20 мг/кг і коефіціента запасу 100,  величина ДДД 7-ГОК  становитиме 0,2 мг/кг або 12 мг/добу на 60 кг маси тіла.
Зважаючи на зміни стану організму піддослідних тварин за дослідженими показниками, виявлені за підгострої дії ЕС в концентрації, що відповідає його вмісту в слабоалкогольних напоях, доцільно використовувати, в якості лімітуючого критерію, помірний рівень добового вживання алкоголю, який за даними National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism [223], становить 24 г для чоловіків, 12 г для жінок у перерахунку на абсолютний ЕС. Таким чином, добова кількість спожитого слабоалкогольного напою має не перевищувати для чоловіків 350 мл, жінок – 175 мл. Враховуючи ці дані, а також прогнозовану ДДД,  можна рекомендувати максимально припустимий рівень 7‑ГОК у слабоалкогольних напоях –  34 мг/л.


ВИСНОВКИ


У дисертаційній роботі наведено рішення актуальної наукової задачі, що полягає в експериментальному визначенні характеру і особливостей токсичної дії на організм перспективного харчового барвника 7‑ГОК за умов ізольованого та комбінованого впливу з ЕС, з′ясуванні статевої та видової чутливості, залежності "доза-час-ефект", типу комбінованої дії. 
1. Згідно ГОСТ 12.1.007-76, 7-ГОК за параметрами гострої пероральної та дермальної токсичності належить до 4  класу небезпечності, видова і статева чутливість не виражені; не подразнює шкіру, слабко подразнює слизову оболонку очей, не проявляє сенсибілізуючої та імунотоксичної дії. Кумулятивні властивості 7-ГОК слабо виражені, характеризуються переважним нефро- та гепатотропним впливом, незначним інгібіюванням МОГС печінки.
2. Основним  у характері гострої токсичної дії 7-ГОК за перорального надходження  у дозі 5000 мг/кг є порушення функції нирок, що проявляється глюкозурією (5,17 ± 0,64 мМ/л, у контролі – 0), яка супроводжується зниженням глікемії (на 15,5 %) та кліренсу сечовини (на  62 %).  У тканинах  печінки встановлено зменшення спонтанного та аскорбат-залежного утворення МДА на 72-76 %.
3. За субхронічного впливу 7-ГОК в дозах 50, 200 та 500 мг/кг чинить політропну дію, основними органами мішенями токсичної дії є печінка, нирки, тонкий кишечник. Лімітуючими показниками токсичної дії є зниження глікемії та підвищення вмісту тригліцеридів у сироватці крові. Недіючий рівень 7-ГОК для щурів – 20 мг/кг. 
4. Гепатотоксична дія 7-ГОК за умов уведення впродовж трьох місяців характеризується дозозалежним зниженням рівня глюкози (максимально на 64 %) та підвищенням концентрації тригліцеридів (лише у самок, максимально на 141 %) у сироватці крові, гіпертрофією та помірною жировою дистрофіє гепатоцитів. Нефротоксична дія проявляється дозозалежним підвищенням вмісту сечовини в сироватці крові, порушенням фільтраційної функції нирок (підвищення вмісту білка у сечі самок до 433 % і самців – до 200 %), гістопатологічними змінами адаптивного характеру. 
5. 7-ГОК при пероральному надходженні викликає зміни слизової оболонки шлунково-кишечного тракту піддослідних тварин: запальні – за умов гострої інтоксикації,  дистрофічні –  за тривалого впливу.
6. За умов гострої та підгострої сумісної експозиції 7-ГОК і ЕС (за показниками функціонального стану мішеней токсичного впливу кожної з речовин – центральна нервова система, печінка, нирки) встановлено переважно незалежний тип комбінованої дії. За гострої комбінованої дії в окремі строки досліджень виявлено антагонізм за глюкозурією, зниженням вмісту сечовини в сечі, підвищенням вмісту холестерину у сироватці крові та потенціювання за зниженням кліренсу сечовини, підвищенням вмісту сечовини і активності ЛФ у сироватці крові. За умов підгострої сумісної дії 7‑ГОК у дозі 200 мг/кг та ЕС у дозі 750 мг/кг на 28 добу встановлено антагонізм за зниженням концентрації глюкози в сироватці крові.


ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ


Для діагностики та вибору комплексу лікувально-профілактичних заходів за умов гострої та хронічної інтоксикації 7‑ГОК можуть бути використані показники, що характеризують функціональний стан печінки та нирок. 
Результати роботи є основою для прогнозування хронічної токсичності 7‑ГОК і будуть використані у подальших токсиколого-гігієнічних дослідженнях щодо оцінки його небезпечності для здоров’я людини. 
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