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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы. Несмотря на существенный прогресс в

снижении заболеваемости и ликвидации ряда социально опасных

заболеваний в Российской Федерации, хронические вирусные гепатиты

остаются значимой причиной смертности населения и снижения качества

жизни в работоспособном возрасте (Соболева и др., 2017; Ющук, 2017;

Климова, 2018; Пименов и др., 2018). Использование противовирусных

препаратов обеспечивает купирование активного инфекционного процесса

без существенного регресса патоморфологических изменений и развития

фиброза (Thein et al., 2008; Mathurin, 2013; Razavi et al., 2014; Sidharthan et al.,

2015; Zeuzem et al, 2018). В настоящее время сохраняется возможность

формирования резистентности возбудителя, развития побочных реакций и

осложнений противовирусной терапии (ПВТ) (Martin et al., 2011; Ford et al.,

2014; Yehia et al., 2014). Глобальное распространение заболеваний печени

вирусной этиологии, сопровождающихся иммуносупрессией, склонностью к

затяжному и хроническому течению, а также высокая мутационная

изменчивость возбудителя определяют необходимость поиска средств,

обладающих противовирусным эффектом и гепатопротективной

активностью (Hatzakis et al., 2011; Mohd Hanafiah et al., 2013; Gower et al.,

2014; Alonso et al., 2015; Schweitzer et al., 2015).

Для выполнения программы по импортозамещению лекарственных

препаратов перспективным направлением является создание оригинальных

отечественных гепатопротективных средств, которые могли бы

конкурировать с зарубежными препаратами, в настоящее время

представляющими большую часть Российского фармацевтического рынка

(Вельмяйкина, 2012; Куркин и др., 2014).

Бесспорный интерес в качестве гепатопротекторов представляют

средства растительного происхождения, к достоинствам которых относят

сочетание комплекса биологически активных веществ, что определяет

широкий спектр фармакологического воздействия, возможность



5

потенцировать эффект на фоне низкой токсичности и длительного

применения (Николаев, 2012; Лесиовская, 2014; Schuppan et al., 1999;

Dhiman, Chawla, 2005; Hanessian, 2013; Lin et al., 2014; Zhao et al., 2014).

В этом плане интерес представляет разработанное комплексное

растительное средство, условно названное “Гипеливом”, в состав которого

входят экстракты сухие: Hypecoum erectum L., Hedysarum alpinum L.,

Glycyrrhiza uralensis Fisch., Calendula officinalis L.  и Scutellaria baicalensis

Georgi.

Степень разработанности темы исследования. В настоящее время в

Государственном реестре лекарственных средств (http://grls.rosminzdrav.ru)

для лечения и профилактики болезней печени зарегистрированы

лекарственные препараты растительного происхождения, в основном, из

расторопши пятнистой “Карсил”, “Карсил Форте” (Болгария); Legalon

(Германия), “Форливер Хелп” (Россия). Из листьев бархата амурского и

бархата Лаваля получен "Флакозид" (ВИЛАР, Россия). Эссенциальные

фосфолипиды входят в состав препаратов “Фосфоглив” (Россия),

“Фосфонциале” (Россия). Кроме того, для лечения болезней печени

зарегистрированы гомеопатические препараты “Гепанорм” (Россия),

“Галстена” (Россия). Комплексные препараты из растительного сырья

представлены средствами импортного производства: “Лив 52” (Индия),

имеющим в своем составе экстракты Capparis spinosa, Cichorium intybus,

Cassia occidentalis, Tamarix gallica и других растений, произрастающих в

субтропиках Индии и Средиземноморья; “Дипана”, (Индия) включающей

экстракты сухие Picrorhiza Kurroa, Andrographis paniculata, Eclipta alba,

полученные из растений, произрастающих в Индии. Единственным

комплексным препаратом растительного происхождения, производимым в

РФ и включенным в Государственный реестр лекарственных средств,

является “Сибектан”, содержащий экстракты листьев березы, травы зверобоя

продырявленного, плодов расторопши пятнистой и цветков пижмы

обыкновенной. Как известно, экстракт зверобоя продырявленного способен
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вступать в нежелательные фармакокинетические взаимодействия с

препаратами прямого противовирусного действия, широко используемыми в

настоящее время, что определяет ограничения его применения.

Цель исследования – определение фармакологических свойств и

фармакотерапевтической эффективности комбинированного экстракта

сухого “Гипелив” при повреждениях печени у лабораторных животных.

Для достижения данной цели были сформулированы следующие

задачи:

1)  выявить основные фармакологические свойства экстракта сухого

“Гипелив”;

2)  определить фармакотерапевтическую эффективность экстракта

сухого “Гипелив” при остром тетрахлорметановом гепатите;

3)  оценить фармакотерапевтическую эффективность экстракта

“Гипелив” при повреждении печени D-галактозамином гидрохлоридом;

4)  изучить механизмы гепатопротективного влияния экстракта сухого

“Гипелив”.

Научная новизна. В работе впервые выявлена

фармакотерапевтическая эффективность экстракта сухого “Гипелив” при

экспериментальных повреждениях печени. Установлено, что экстракт сухой

“Гипелив” в экспериментально-терапевтических дозах оказывает

выраженное гепатопротективное влияние при D-галактозаминовом и

тетрахлорметановом гепатитах, ограничивая развитие основных

патогенетических синдромов повреждения печени: цитолиза, холестаза,

мезенхимально-воспалительной реакции с уменьшением степени

патоморфологических изменений. Так, при тетрахлорметановом гепатите

установлена способность экстракта “Гипелив” ингибировать процессы

свободнорадикального окисления биомакромолекул, деградацию

липопротеидов, уменьшать нарушения липидного обмена и жировой

дистрофии гепатоцитов; выявлена его холеретическая активность,

сопоставимая с эффектом референтного гепатопротектора карсила.
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При D-галактозаминовом повреждении печени гепатопротективный

эффект экстракта “Гипелив” сопровождался повышением функциональных

возможностей и улучшением синтезирующей способности гепатоцитов,

увеличением содержания альбуминов, фибриногена, факторов

протромбинового комплекса, коррекцией гипокоагуляционных нарушений.

При гистологическом исследовании наблюдалось ограничение

дистрофических и некробиотических процессов, уменьшение количества

апоптотически измененных гепатоцитов при сохранении архитектоники и

балочной структуры долек.

Противовоспалительный эффект экстракта “Гипелив” включал

выраженное антиэкссудативное, антиальтеративное и умеренное

антипролиферативное действие. Установлен противовирусный эффект

“Гипелива” и его компонентов. Экстракт “Гипелив” при экспериментальном

вторичном иммунодефиците, вызванном цитостатиком азатиоприном,

ослаблял его супрессивное действие на клеточно-опосредованную иммунную

реакцию, антителогенез и фагоцитоз макрофагов. В основе

гепатопротективного влияния исследуемого средства лежат его

антиоксидантные, мембраностабилизирующие, противовоспалительные,

противовирусные свойства.

Практическая значимость работы.

В данной работе экспериментально обоснованы возможность и

целесообразность коррекции повреждений печени экстрактом “Гипелив”, что

позволяет рекомендовать его для дальнейшего изучения с целью создания

нового эффективного и безопасного растительного гепатопротективного

препарата для комплексной фармакотерапии заболеваний печени. Материалы

исследований используются в учебном процессе на кафедрах инфекционных

болезней; фармакологии, клинической фармакологии и фитотерапии

медицинского института ФГБОУ ВО «Бурятский государственный

университет имени Доржи Банзарова» Министерства науки и высшего

образования РФ (Акт внедрения от 18.02.19).
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Основные положения, выносимые на защиту:

- экстракт сухой “Гипелив” обладает антиоксидантным,

противовоспалительным, иммуномодулирующим, противовирусным и

желчегонным свойствами;

- “Гипелив” характеризуется фармакотерапевтической эффективностью

при повреждении печени тетрахлорметаном вследствие ингибирования

деградации липопопротеидов, коррекции нарушений липидного обмена и

морфологических признаков стеатоза печени;

- “Гипелив” оказывает гепатопротективное влияние при повреждении

печени D-галактозамином, снижая интенсивность развития цитолиза,

холестаза, клеточной инфильтрации, повышая функциональные возможности

печени, ограничивая развитие преждевременного апоптоза гепатоцитов;

- фармакотерапевтическая эффективность экстракта сухого “Гипелив”

при экспериментальных повреждениях печени определяется выраженными

антиоксидантными свойствами, способностью оказывать

мембраностабилизирующее, противовоспалительное действие,

способствовать восстановлению структурно-функциональной целостности

клеток печени.

Aпробация материалов диссертации.

Основные положения диссертационной работы доложены и обсуждены

на: межрегиональной научно-практической конференции молодых ученых

медицинских организаций Республики Бурятия, посвященной 80-летию М.П.

Рябова (Улан-Удэ, 2017); International conference “Research-Innovation 2017”

(Ulaanbaatar, 2017); V научно-практической конференции аспирантов и

молодых учёных «Молодые учёные и фармация XXI века» (Москва, 2017);

международной конференции «Перспективы разработки и внедрения

лекарственных средств на основе сырья отечественного и зарубежного

происхождения» (Душанбе, 2018); международной научно-практической

конференции, посвященной 55-летию Восточно-Сибирского

государственного университета технологии и управления (Улан-Удэ, 2017);
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международной молодежной научной конференции “Фундаментальные

исследования – старт в медицинскую науку”, посвященной 260-летию

Сеченовского Университета (Москва, 2018); международной научной

конференции «Перспективы лекарственного растениеведения», посвященной

100-летию со дня рождения профессора А. И. Шретера (Москва, 2018); XI

Ежегодном Всероссийском Конгрессе по инфекционным болезням с

международным участием, (Москва, 2019); International Conference “Scientific

research of the SCO countries: synergy and integration” (Beijing, 2019); научно-

практических конференциях аспирантов и преподавателей медицинского

факультета БГУ (Улан-Удэ, 2017; 2018; 2019); V Всероссийской

конференции с международным участием, посвященной 30-летию Центра

Восточной медицины (Улан-Удэ, 2019).

Личный вклад автора. Автором диссертационного исследования

проведен поиск и анализ данных по теме работы; осуществлены

планирование и проведение экспериментальных исследований, обработка,

интерпретация и обсуждение полученных результатов; подготовлены

публикации по основным положениям диссертационной работы; оформлена

рукопись диссертации и автореферат.

Связь задач исследований с проблемным планом НИР. Работа

выполнена в соответствии с задачами по проекту № 62.1.8. «Создание

лекарственных средств системного действия на основе тибетской

медицины», утвержденным Президиумом СО РАН.

Публикации. По материалам диссертационного исследования

опубликовано 19 научных работ, из них 2 – в периодических изданиях,

рекомендованных ВАК Министерства науки и высшего образования РФ.

Структура и объём диссертации. Диссертация изложена на 164

страницах компьютерного текста и состоит из введения, обзора литературы,

материалов и методов исследований, результатов собственных

экспериментальных исследований (3 главы), заключения, выводов, списка

литературы. Работа включает 33 таблицы и 35 рисунков, включая
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микрофотографии. Список литературы состоит из 252 источников, из них 126

– на иностранных языках.



11

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Применение препаратов прямого противовирусного действия в

лечении вирусного гепатита C

Самым значительным достижением гепатологии последних лет

является разработка и внедрение в лечение вирусных гепатитов эффективных

противовирусных препаратов прямого действия (ПППД), пришедших на

смену интерферонотерапии. С 1998 до 2013 года схемы лечения

хронического вирусного гепатита С (ХВГС) преобразовались от монотерапии

интерфероном и терапии пегинтерфероном в сочетании с рибавирином до

тройной терапии, основанной на сочетании пегинтерферона с рибавирином и

ингибитором NS3A/4A, протеазы (boceprevir или telaprevir) (Hadziyannis et

al., 2004; Al-Ali, 2012; Carrion et al., 2013; Schinazi et al., 2014; Asselah et al.,

2018).

Среди регистрируемых больных с ХВГС в 2017 г в Российской

Федерации половину составляли лица младше 40 лет (Соболева и др., 2017).

По оценочным данным референс-центра по мониторингу за вирусными

гепатитами Роспотребнадзора, число граждан - носителей вируса гепатита С

может достигать 5,8 млн (Пименов и др., 2018). По данным официальной

статистики, в ряде регионов число беременных с наличием в крови антител к

вирусу гепатита С (анти-ВГС) выросло в 3-5 раз по сравнению с 2000-2001

гг. (Floreani et al., 2013; Benova et al., 2014; Patton, Tran, 2014; Thio et al.,

2015; Yi et al., 2016).

Ввиду сложившейся в настоящий момент ситуации вопросом чрез-

вычайной важности является выбор предпочтительных схем лечения с

учетом эффективности, безопасности и экономической доступности

(Климова, 2018; Maasouny, Wedemeyer, 2012; Baatarkhuu et al., 2008; Qureshi

et al.,  2010; Schinaziet et al., 2014.). Актуальность поиска новых эффективных

препаратов для лечения ХВГС обусловлена глобальным распространением

HCV-инфекции, высокой изменчивостью и скоростью репликации вируса,

наклонностью к хроническому течению инфекционного процесса (Пименов и
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др., 2018; Shepard et al., 2005; Spradling et al., 2012;  Gower et al., 2014; Orkinm

et al.,  2015).

Инфицирование вирусом гепатита С (HCV) лежит в основе развития

различных форм поражения печени, проявления которых могут значительно

варьировать от минимальных гистологических изменений до обширной

фибротической трансформации органа и малигнизации (Пименов и др., 2018;

Lohmann et al., Rudolph, 2007; Thein et al., 2008; Maasouny, Wedemeyer, 2012;

Kliemann. et al., 2016).

Основной задачей этиотропной терапии ХВГС является наиболее

полное купирование активного инфекционного процесса, регресс

патологических изменений печени, предупреждение развития фиброза и

гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК). ПППД, составляющие ядро

современной противовирусной терапии ХВГС зарекомендовали себя как

средства, обладающие значительно большей безопасностью,

эффективностью, хорошей переносимостью и удобной формой применения

(European Union HCV Collaborators. 2017; World Health Organization: 2016-

2021 http://www.who.int; Ющук и др., 2017; Kwo et al., 2017). Внедрение в

современную практику гепатологии ПППД улучшило переносимость

лечения, позволило расширить показания к проведению противовирусной

терапии (ПВТ) и достичь авиремии со значительно большей степенью

вероятности (Stanaway et al., 2013; Lawitz et al., 2013; ).

В последние годы, благодаря ПППД, изменилось представление о 1

генотипе HCV, как о самом сложном в проведении противовирусной терапии

(ПВТ). Современные безинтерфероновые схемы лечения HCV позволяют

добиться устойчивого вирусологического ответа (УВО) у пациентов после 8-

12 недель терапии, как для пациентов не получавших ПВТ ранее, так и для

пациентов, не достигших эффекта при предшествующих курсах ПВТ. С

появлением ПППД стало возможным проведение ПВТ пациентам с

декомпенсированным циррозом печени и пациентам с декомпенсацией в
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анамнезе (Lawitz et al., 2013; Polaris Observatory HCV Collaborators. Global

prevalence, 2017).

Репликация HCV представляет собой сложный процесс: РНК-вирус с

позитивной полярностью, транслирует геном с помощью вспомогательной

отрицательной цепочки РНК, которая служит шаблоном для последующего

синтеза. Высокая мутационная изменчивость генома РНК вируса гепатита С

в соответствии с концепцией квазивида, постоянно меняющаяся антигенная

структура, приводят к длительной персистенции вируса в организме больно-

го, неуклонному прогрессированию хронического процесса до развития

цирроза и ГЦК (Lohmann et al., 1999; Scheel et al., 2013; Dubuisson et al.,

2014; Reau.et al., 2018).

В свою очередь, обнаружение отрицательных цепей РНК вируса

гепатита С вне гепатоцитов подтверждает внепеченочную репликацию

вируса (Takehara et al., 1992; Cacoub et al., 1999; 2017; Negro et al., 2015).

Детальное рассмотрение процессов, составляющих стадии жизненного цикла

HCV (Lohmann et al., 1999) на основе кристаллографической картины

основных его протеинов, позволило определить возможные точки

приложения новых противовирусных препаратов (Revie, Salahuddin, 2011;

Scheel, Rice, 2013).

Авторы выделяют классы ПППД, действие которых направлено на

ингибирование определенных ферментов репликации HCV (Everson et al.,

2015; Owens et al., 2016; Forns et al., 2017):

· ингибиторы протеазы NS3;

· ингибиторы NS5A репликативного комплекса;

· нуклеозидные ингибиторы NS5В полимеразы;

· ненуклеозидные ингибиторы NS5В полимеразы.

Протеаза NS3/4A была избрана первой мишенью ПВТ для

ингибирования при репликации HCV, поскольку её блокирование снижает

выработку вирусного полипептида. Умеренно выраженный генетический

барьер возникновения мутаций позволяет продолжительное время
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использовать ингибиторы протеазы с постфиксом "- превир": боцепревир,

телапревир, симепревир, позже ряд препаратов был дополнен более новыми -

глекапревир, паритапревир и воксилапревир (Forns et al., 2017; Zeuzem et al.,

2018; Kwo et al., 2017).

Ингибиторование NS5A оказывает дополнительное влияние на

непосредственную сборку и высвобождение новых вирионов. Данный

механизм действия обеспечивает группа препаратов, с низким генетическим

барьером, получивших постфикс "-асвир": даклатасвир, ледипасвир,

омбитасвир, а также предложенные позднее - элбасвир, пибрентасвир,

велпатасвир (Everson et al., 2015; Owens et al., 2016; Bertino et al., 2016; Forns

et al., 2017; Kwo et al., 2017; Zeuzem et al., 2018).

Ингибиторы NS5B представлены препаратами, включающими две

подгруппы: предшественники нуклеотидов, преобразовывающиеся в стоп-

кодоны и ненуклеозидными ингибиторы NS5B, взаимодействующие с

аллостерическими центрами вирусных ферментов (Manns et al., 2013; Foster

et al., 2015; Feld et al., 2015; El Kassas et al., 2016).

К ингибиторам полимеразы NS5B с постфиксом "-бувир" относят

софосбувир, обладающий очень высоким генетическим барьером к возникно-

вению мутаций. Дасабувир, отличающийся низким барьером, рекомендуется

применять только в сочетании сомбитасвиром, паритапревиром и

ритонавиром (Manns, 2013; Foster et al., 2015; Reau et al., 2018).

Такие препараты, как гразопревир (GRZ), элбасвир (ELV), велпатасвир

(VEL) в РФ не зарегистрированы, но используются в схемах лечения,

рекомендованных Американской ассоциацией по изучению болезней печени

(AASLD) и обществом по лечению инфекционных заболеваний Америки

(IDSA, май 2017) (Manns, Cornberg, 2013; Everson et al., 2015; Foster et al.,

2015; Feld et al., 2015).

Продолжительность курсового лечения HCV с использованием ПППД

составляет от 8 до 24 недель (Foster et al., 2015; El Kassas et al., 2016; Bertino

et al., 2016; Kwo et al., 2017; Forns et al., 2017; Zeuzem et al., 2018).
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Применение новейших препаратов ПВТ, предлагаемых в последнее время,

позволяет сократить курс лечения до 8 недель (Forns et al., 2017; Zeuzem et

al., 2018).

Исследование новых перспективных ПППД для лечения вирусного

гепатита С в дополнение к стандартной терапии для любых новых ЛС

требуют не только процедуры установления эффективности и безопасности,

но и непременного выявления возможных вариантов резистентности при

изучении in vitro и in vivo.

Способность к стремительной репликации вируса НСV в сочетании с

высокой частотой ошибок в чтении, записи генома и последующей селекцией

наиболее жизнеспособных мутаций приводит к возникновению отклонений

структуры вируса. Возникшие мутации в дальнейшем могут определять

резистентность вируса к ПВТ, в том числе, проводимой с применением

новейших противовирусных средств у любого пациента с ХВГС (Пименов и

др., 2018; Kwo et al., 2017; Asselah et al., 2018).

Создание и внедрение новых противовирусных агентов при ХВГС

осуществляется c учетом формирования резистентности HCV. Устойчивость

возбудителя к ПППД может определяться свойствами генотипов вируса,

персистирующими до начала ПВТ, а также с возникающими при лечении

изменениями в генетической структуре HCV. Многие ПППД первой

генерации обладают низким барьером к формированию возможной

резистентности (омбитасвир, даклатасвир и др.), возникающей при

единичной замене в аминокислотной последовательности целевого протеина,

а также в случае двойной мутации или их сочетания (Пименов и др., 2018;

Ford et al., 2014; Bertino et al., 2016; Kliemann et al., 2016).

К предпосылкам формирования резистентности к ПВТ авторы относят:

1) неправильный выбор схемы, доз препаратов или продолжительности ПВТ;

2) ненадлежащее качество препарата (к примеру, несоответствие дженерика

оригинальному препарату);
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3) наличие факторов, влияющих на фармакокинетику и фармакодинамику

ПППД;

4) особенности мутаций вируса;

5) возникновение побочных явлений, требующих отмены ПВТ;

6) низкая приверженность к лечению и, как следствие, нарушение условий

приема препаратов (Kliemann et al., 2016; Kwo et al., 2017).

Вероятность формирования мутационной резистентности возрастает,

если в клинических условиях имелся предшествующий опыт применения

ПППД, использовались средства с низким генетическим барьером,

проводился короткий курс лечения, сформировался цирроз. При ХВГС

возможность формирования резистентности вируса проявляется снижением

ингибирующей активности препарата, вариантами безуспешной ПВТ,

изначального отсутствия ответа на лечение, вероятного вирусологического

прорыва в период лечения, частичного успеха терапии в виде снижения

вирусной нагрузки с дальнейшим риском позднего рецидива,

определяяющихся мутационной изменчивостью (Пименов и др., 2018; Ford et

al., 2014; Yehia et al., 2014; Kliemann et al., 2016; Kwo et al., 2017).

При терапии пациентов с мутациями резистентности авторы предлагают

изменение схемы лечения со сменой класса ПППД или применение

комбинации из трех ПППД разных классов; либо увеличение

продолжительности курса, либо включение в схему нуклеозидного

ингибитора NS5B полимеразы с высоким генетическим барьером (Martin et

al., 2011; Manns, 2013; Mathurin, 2013; Ford et al., 2014; Yehia et al., 2014;

Bertino et al., 2016).

При эффективной этиотропной терапии ХВГС достижение авиремии

коррелирует со снижением уровня активности АСТ, АЛТ и интенсивностью

воспалительных процессов на гистологическом уровне у пациентов без

цирроза печени. В отдельных случаях, при достижении УВО пациентами с

фиброзом печени (F3 по шкале METAVIR) или циррозом печени (F4),

возможно существенно снизить риск таких угрожающих жизни осложнений,
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как портальная гипертензия и печёночная недостаточность. Ввиду развития

внепечёночных поражений при HCV-инфекции (Negro et al., 2015; Kliemann

et al., 2016; Cacoub et al., 1999; 2017) успешно проведённая ПВТ с

достижением УВО способствует снижению общей смертности среди

пациентов с HCV- инфекцией.

При значительном эпидемическом распространении различных

вариантов мутации протеинов HCV возникает проблема своевременного

выявления резистентности к используемым ПППД и необходимость

проведения скрининговых исследований на наличие значимых мутаций

вируса. При этом немаловажное значение имеет оптимальная частота

исследования вирусной нагрузки во время ПВТ для своевременного

обнаружения роста виремии во время курса терапии и вариантов неполного

ответа на ПВТ в каждом конкретном случае. Выявление мутационной

резистентности HCV приобретает клиническую и экономическую

целесообразность у пациентов при различных режимах лечения (Ford et al.,

2014; Yehia et al., 2014; Kliemann et al., 2016).

Для повышения эффективности ПППД важной задачей является

определение круга лиц, которым показано проведение курсов ПВТ, с учетом

возраста, коморбидного состояния пациента, функциональных возможностей

и разработка индивидуальных схем лечения. В настоящее время компанией

AbbVie проводится исследование NCT03067129, направленное на изучение

безопасности и эффективности ПВТ по схеме глекапревир + пибрентасвир у

детей от 3 до 12 лет. Ряд открытых рандомизированных исследований,

направлено на определение значения ПВТ у пациентов с ХВГС, получивших

трансплантаты печени, почек (Lubega et al.,  2013; Reau et al., 2018;  Chung et

al., https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03623568).

Для изучения эффективности второй генерации ПППД у пациентов с

вирусологическим прорывом после лечения препаратами первого поколения

при вирусном гепатите С проводятся исследования курсовой ПВТ и

ожидаются публикации полученных результатов (Yehia et al., 2014;  Multi-
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Center, Randomized, Open-Label ... https://clinicaltrials.gov/

ct2/show/NCT03092375).

Таким образом, применение ПППД при НСV-инфекции,

осуществляемое с учетом генотипа возбудителя, особенностей его

репликации, механизма действия противовирусных препаратов, вероятности

формирования резистентности и состояния больного способно существенно

повысить эффективность лечения. При этом вопросы развития

резистентности возбудителя, безопасность, доступность ПППД сохраняют

свою актуальность (Ющук, 2009; Polaris Observatory HCV Collaborators, 2017;

Reau et al., 2018; Scheel, Rice, 2013; Negro, 2015).

Следовательно, в последнее десятилетие отношение к  гепатиту С

значительно изменяется благодаря эффективности ПВТ. Прежде данное

широко распространенное заболевание со стертым бессимптомным

течением, нередким носительством, невозможностью профилактики,

неуклонным прогрессированием, низким процентом успешного лечения

относилось к трудно контролируемым (Lubega et al., 2013). С появлением

ПППД с высокой эффективностью в отдельных странах на фоне снижение

заболеваемости началась дискуссия о возможной элиминации болезни

(Глобальная стратегия сектора ВОЗ, 2016; Global Burden of Disease 2013;

Orkin et al., 2015).

1.2. Противовирусная терапия в лечении вирусного гепатита В

По имеющимся на данный момент данным необходимость

специфического противовирусного лечения у подавляющего большинства

больных острым вирусным гепатитом В отсутствует. Однако при тяжелой

форме острого гепатита В с развитием печеночной комы могут быть

использованы аналоги нуклеозидов. В настоящее время в лечении острого

вирусного гепатита В используются дезинтоксикационные средства,

диетотерапия, антибактериальные средства для деконтаминации кишечника



19

и профилактики генерализации бактериальных инфекций (Руководство по

хроническому гепатиту В... ВОЗ, 2015;  Ющук и др., 2017).

Противовриусная терапия гепатита В в настоящий момент

основывается на дорогостоящих схемах, имеющих недостаточную

эффективность, плохую переносимость (интерферонотерапия) и

ограничения, связанные с возникающими при длительном приеме

побочными явлениями (аналоги нуклеозидов: ламивудин, энтекавир,

тенофовир дизопроксил фумарат и тенофовир алафенамид) в виде снижения

функции почек, остеомаляции, нарушений липидного обмена, ввиду чего не

рекомендована для широкого применения (ВОЗ, 2015).

1.3. Поиск средств, обладающих гепатопротективным действием

Для нормализации функций и метаболизма печени при различных

поражениях предназначены гепатопротекторы, повышающие устойчивость

гепатоцитов к патологическим воздействиям, ускоряющие регенерацию и

восстановление функциональной активности (Минина, 2009; Венгеровский и

др., 2012; Okamoto, Kajino, 2001).  Потребность современной медицины в

гепатопротекторах достаточно велика, они находят применение для

патогенетической терапии острых и хронических гепатитов, циррозов,

жирового гепатоза токсической, лекарственной и алкогольной этиологии,

неспецифических реактивных изменениях печени при разнообразной

патологии внутренних органов (Венгеровский и др., 2012).

Вирусы, интоксикационные факторы, метаболические нарушения,

иммунопатологические сдвиги нередко исполняют роль триггера, запуская

цепь патологических реакций повреждения печени, которые в дальнейшем у

ряда больных сложно корректировать. Проблемы терапии заболеваний

печени определяются морфофункциональными особенностями органа,

нарушениями холестаза, развивающимися иммунопатологическими

реакциями, нередко формирующимся различной степени активности
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фибротическим процессом (Подымова, 2005; Климова, 2018; Kuntz, Kuntz,

2000; Manns et al., 2017;  Muriel, 2017;  Sherlock, Dooley, 2018).

По механизму лечебного действия гепатопротекторы подразделяют на

следующие группы (Гундерманн, 2002; Новиков, 2005; Шутов, 2008; .

Венгеровский  и др., 2012; Di Carlo et al., 1999;  Zhang et al., 2013; Zhao et al.,

2014):

· антиоксиданты: растительные полифенолы (силибинин, катерген,

фламин, конвафлавин), витамины (α-токоферол), тиолы (цистеин, N-

ацетилцистеин);

· средства, осуществляющие репарацию мембран гепатоцитов:

препараты фосфолипидов (эссенциале, фосфоглив);

· стимуляторы регенерации паренхимы печени: метионин, адеметионин,

производные аминокислот  (гептрал, адеметионин), гепамерц

(орнитина аспарат);

· желчные кислоты: урсодезоксихолевая кислота.

Несмотря на  значительное  количество предлагаемых веществ с

гепатопротективным действием, из их числа выделяют небольшую группу

препаратов, обладающих избирательным терапевтическим влиянием на

печень и получивших достаточно широкое применение. К ним относят

силибинин, катерген, эссенциале, фосфоглив, адеметионин, гептрал,

гепамерц и некоторые другие гепатопротекторы.

Применение лекарственных растений в лечебных целях имеет

многовековую историю и отличается рядом преимуществ перед

фармакотерапией (Арналь-Шнебеллен и др., 2004; Вайс, Финтельман, 2004;

Николаев, 2012; Hanessian 2013; Lin et al., 2014). Гепатопротективное

действие лекарственных растений развивается на основе антиоксидангного,

противовоспалительного, мембраностабилизирующего эффектов

флавоноидов, сапонинов, витаминов (Тхэсоп, 1987; Николаев, 2012; Колхир,

2013; Chaudhary, Ajay, 2011; Bao et al., 2015).
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Наиболее известными гепатопротектороми, используемыми свыше

пятидесяти лет, принимаемыми исследователями в качестве эталона при

разработке новых препаратов являются средства, полученные из расторопши

пятнистой (остро-пестро, Silybum marianum L.). В разных странах под

различными названиями производятся близкие по составу и действию

гепатопротекторы: Силимар (Россия), Carsil (Болгария), Силибор (Украина),

Silymarin (Германия), Legalon (Германия); синонимы препаратов: Silybin,

Apihepar, Hepadestal (Гребенев и др.; 1981; Венгеровский, Саратиков, 1997;

Сокольская, 2002; Колхир, 2013; Лесиовская, 2014; Farghali et al., 2000; Saller

et al., 2001). Действующим началом препаратов из плодов данного растения

являются флаволигнаны силибинин (50%), а также изосилибинин,

силихристин и силидианин, имеющие фенилхромановую структуру.

У шрота расторопши и силибинина установлено противовирусное

действие (Шаройко и др., 2016; Blaising et al., 2013).

Ввиду широкого спектра биологической активности флавоноидов

внимание исследователей в поиске эффективных гепатопротекторов

остановилось в первую очередь к данной группе соединений. Использование

лекарственных растений с высоким содержанием флавоноидов, по мнению

авторов, способствует подавлению  перекисного  окисления  липидов,

стимулирует синтез нуклеиновых кислот и белка, препятствует развитию

дистрофии, некрозов гепатоцитов,  гиперфементемии и холестазу (Куркин и

др., 2013; Seyoum et al., 2006; Сергеева, 2007; Van Acker, 2000; Kim et al.,

2008; Alok et al., 2014).

Суммарные флавоноидные препараты благоприятно влияют на

функциональное состояние печени, предложены в качестве эффективных

желчегонных средств с гепатопротективным эффектом (Венгеровский и др.,

1993; Новиков, 2005; Саратиков и др., 2004; Ратькин, 2010; Федореев, 2010,

Николаев, 2012):

-  Фламин (Россия) - сухой концентрат Helichrysum arenarium L.;

- Танафлон, Танацехол (Россия) - Tanacetum vulgare L.;
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- Калефлон (Украина) - ноготоков  Calendula officinalis L.;

- Конвафлавин -Convallaria Keiskei;

- Флакумин (Россия) - Cotinus coggygria Scop.;

- Салсоколлин - Salsola collina Pall., а также лохеин (жидкий и густой

экстракт) и лечебно-профилактический напиток эсктракол;

- Буплеурин - Bupleurum multinerve (L.) DC., B. aureum;

- Датискан - датиски коноплевой;

- Максар  - Maakia amurensis Rupr.et Maxim;,

Желчегонное и гепатопротективное действие вызывали флавоноиды

из бархатцев распростертых, гибискуса сабдарифа, плодов петрушки

огородной, плодов шиповника, травы чистеца прямого, чистеца

заброшенного и прямого,  извлечения из астрагала эспарцетного,

содержащие фенолкарбоновые кислоты. К эффективным стимуляторам

регенерации печени при отравлении тетрахлорметаном относятся

полифенолы горечавки бородатой (Николаев, 1992; Самбуева, 1992.

Николаев и др., 2012).

Значительную роль в лечении заболеваний печени отводят

эссенциальным  фосфолипидам, давно применяемым в клинической

практике в качестве «золотого стандарта». Эссенциале (Essentiale) -

комплексный препарат содержит "эссенциальные" фосфолипиды,

диглицериновые эфиры холинфосфорной кислоты: линолевую (70%),

линоленовую и другие вместе с витаминами: пиридоксином,

цианкобаламидом, никотинамидом, пантотеновой  кислотой. Фосфолипиды,

являющиеся интегральной частью цитоплазматичских мембран клетки и

мембраносодержащих органелл, способствуют созданию структуры,

замещают дефекты поврежденного липидного бислоя биологических

мембран и восстанавливают её физико-химические свойства (Венгеровский

и др., 1999; Саратиков, Венгеровский, 1999; Лесиовская, 2014). Данный

гепатопротектор препятствует развитию воспалительного процесса, некрозу

гепатоцитов, снижению активности ферментов эндоплазматического



23

ретикулума, лабилизации лизосом. В настоящее время предлагается  ряд

лекарственных препаратов и БАДов, содержащих эссенциальные

фосфолипы и рекомендуемых в качестве гепатопротекторов. Авторы

отмечают эффективность известных брендов, принятых в качестве

“золотого стандарта”: “Эссенциале”, “Эссенциале Н”, “Эссенциале форте

Н”. Предлагаемые новые “Эссливер форте”, “Эссел форте” и “Бренциале

форте” отличаются меньшим количество фосфолипидов и считаются  не

столь  эффективными (Саратиков, Венгеровский, 1999; Венгеровский и др.,

1999; Гундерманн, 2002) .

К лекарственным средствам с установленной эффективностью при

повреждениях печени авторы относят витамин Е. При недостаточности

витамина Е у экспериментальных животных развивались дегенеративные и

дистрофические изменения в печеночных клетках, уменьшалось содержание

цитохрома Р-450 в микросомах печени. В экспериментальных условиях у

животных использование витамина Е подавляло процессы перекисного

окисления липидов и воспаление в печени (Van Acker et al., 2000; Kugelmas

et al., 2003; Miller et al., 2005; Berry et al., 2009).

Урсодезоксихолевая кислота (УДХК) относится авторами к средствам

с сомнительной эффективностью при заболеваниях печени. УДХК способна

влиять на соотношение фракций желчных кислот, модулировать иммунный

ответ и целостность мембраны митохондрий. В крупных

рандомизированных исследованиях установлено, что, несмотря на

положительное влияние УДХК на биохимические показатели и иммунные

реакции существенного влияния на гистологическую картину и прогноз

заболевания препарат не оказывал (Lazaridis et al.,  2001;  Lindor et al., 2004;

Leuschner et al., 2010; Ratziu et al. 2011).

Гепатопротективное действие выявлено у производных

глицирризиновой кислоты (глицирам, водный экстракт из корней солодки)

используемые в настоящее время при лечении хронических гепатитов

(Толстиков и др.,1998; Жаров, 2006).
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Современные представления о патогенезе поражения печени,

сложности патологического процесса, тесного взаимодействия печени с

другими органами и системами подтверждают возможность большей

эффективности многокомпонентных фитопрепаратов в терапии заболеваний

печени (Даргаева и др., 2000; Николаев, 1992; 2012). В литературе

представлены данные, свидетельствующие об эффективности сложных

препаратов: натермановских фиточаев, "закарпатского чая", аюрведических,

китайских, индийских, средств традиционной медицины, суммарных

таблетированных препаратов (“Гепатогард”),  состоящих из различных трав и

фруктов.

Среди предлагаемых комплексных средств, обладающих

гепатопротектективным действием, можно отметить следующие препараты

(Никонов, 2005; Николаев и др., 2012; Лесиовская, 2014):

· Гепабене (Германия), содержащий алколоид дымянки, флавоноиды

расторопши;

· Гепатофальк-планта (Германия)- экстракты травы чистотела

большого, плодов расторопши, корневища турмерика яванского (куркумин);

· Гепафит (Россия) – цветки календулы, столбики и рыльца кукурузы,

трава горца птичьего, зверобоя, листья подорожника, плоды шиповника и

корни одуванчика;

· Галстена (Россия) – гомепатическое средство из расторопши,

одуванчика, чистотела, сульфата натрия;

· Лив - 52 (Индия) – комбинированный препарат, содержащий 32

растений: тысячелистник, цикорий обыкновенный, каперсы колючие, сену

западную, паслен черный, тамарикс галльский  и др.;

· Камадол (Россия) – масло плодов расторопши пятнистой, экстракт

травы календулы и ромашки.

Предлагаемые многочисленные гепатопротективные препараты

относятся к различным химическим группам, оказывают воздействие на

конкретные механизмы развития повреждения гепатоцитов: процессы
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перекисного окисления липидов, репликацию вирусов, состояние мембран

клеток, метаболические нарушения, накопление токсических веществ, а

также способны стимулировать регенераторные процессы. Бесспорной

эффективностью обладают многокомпонентные средства. Перевод

растительных сборов в суммарные экстракционные препараты, содержащие

в концентрированном виде  сумму  действующих  веществ с использованием

новых технологических процессов,  обеспечивает максимальное извлечение

БАВ из растительного сырья, возможность стандартизации (Николаев, 2012;,

Bao  et al., 2015).

В создании и разработке гепатопротективных препаратов

исследователи стремились использовать информацию народной медицины и

традиционных систем. В главах основных тибетских трактатов ("Лхантабс"

Санжей Чжамцо, 1991; "Чжуд-ши" 2001; “Дзейцхар-Мигчжан"

Жамбалдорчжэ, 2001; "Вайдурья-онбо" Дэсрид Санчжай-чжамцо, 2014),

посвященных заболеваниям печени описывались 18 болезней печени.

Значительное внимание уделялось типичным клиническим проявлениям,

степени интоксикации, симптомам поражения нервной системы, лихорадке,

диспептическим симптомам, рассматривались нарушения опорно-

двигательного аппарата. Синдромальный подход позволял представить

четкую клиническую картину при болезнях печени, тяжесть течения

болезни, определить наиболее заинтересованную систему органов,

внепеченочные проявления. Исследователи  делали попытки соотнести

описанные заболевания печени с принятыми в современной медицине

нозологическими формами.

Изучение лекарственных средств, используемых в тибетской

медицине,  сопряжено со значительными трудностями в плане переводов

трактатов,  расшифровки терминов, исследования средств и методов

лечения и профилактики заболеваний (Бадараев и др., 1982; Пупышев, 1991;

Николаев, 2012; Баторова и др., 2013). Основные литературные источники

тибетской  медицины рекомендуют одни и те же методы лечения и
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рецептурные прописи при заболеваниях печени, лишь в "Лхантаб" (гл. 59) в

отдельных случаях рассматриваются небольшие модификации композиций.

Основными методическими подходами к лечению заболеваний печени

по тибетской традиции являются принципы системности, этапности и

строгой индивидуализации. Системный подход к лечению заболеваний

печени способствовал использованию многокомпонентных препаратов

(“норбу-дун-тан”, “дигда-ши-тан”, “ману-ши-тан” и др.), наибольший

фармакотерапевтический эффект достигался при максимальном

использовании всех биологически активных веществ в их природной

композиции (Баторова и др., 2012; Николаев, 1992; 2013).

По тибетской традиции врачевания при заболеваниях печени можно

выделить обязательные компоненты лечения: применение так называемых

"очищающих" средств и средств “собственными силами излечивающих

заболевания печени”. "Очищающие" средств разнообразны, но можно

отметить следующую тенденцию в лечении: чем тяжелее симптомы

интоксикации, тем проще состав и меньшее количество компонентов

имелось в композиции. Часто применяемый в качестве очистителя

забайкальский вариант средства "три плода", состоял из плодов яблони

ягодной, боярышника кровавокрасного и миробалана "Чжуд-ши" 2001;,

"Вайдурья-онбо" Дэсрид Санчжай-чжамцо, 2014; Асеева и др. ,2008).

При рассмотрении состава данного сбора с современных позиций с

учетом химического состава обращает на себя внимание наличие

поливитаминного комплекса, включающего аскорбиновую кислоту,

витамин Р, каротин, витамины группы В, органические кислоты, пектины,

сапонины, дубильные вещества и др. Витаминный комплекс проявляет свои

гепатопротективные свойства вследствие антиоксидантных качеств,

благоприятного воздействия на метаболические процессы, повышения

регенераторного потенциала печеночных клеток. Пектины и дубильные

вещества проявляют себя как сорбенты: пектины яблони ягодной связывают

и выводят из организма холестерин, тритерпеновые сапонины боярышника
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также отчётливо способствуют гипохолестеринемии. Органические кислоты

оказывают положительное влияние на кишечную микрофлору (Тхэсоп,

1987; Лесиовская, 2014;  Вао et al., 2015).

Для лечения заболеваний печени в тибетской медицине использовался

широкий спектр лекарственных средств растительного, животного и

минерального происхождения. По данным аналитических исследований

(Блинова, Кунаев, 1965; Асеева, 2008; Николаев, 2012; Баторова и др., 2013)

в основных литературных источниках при лечении заболеваний печени

рассматривалось 67 многокомпонентных препаратов с использованием 122

растений. Одним из наиболее часто применяемых растений являлся шафран

посевной (Crocus sativus L.) - компонент 23 многокомпонентных

препаратов. В Забайкалье в качестве шафрана посевного применялась

календула лекарственная, она считалась "шафраном низкого качества"

(Блинова, Кунаев, 1965; Николаев, 2012; Баторова и др., 2013).

В литературных источниках тибетской медицины упоминалось 24

лекарственных растения, способных "собственными свойствами излечивать

болезни печени". В источниках"Лхантаб" Санжей Чжамцо (1991),  "Чжуд-

ши" (2001), Вайдурья-онбо" Дэсрид Санчжай-чжамцо (2014) описана группа

растений под название "диг-да", относящаяся к семейству горечавковых

(сем. Gentianaceae), которые считались одним из лучших средств при

"болезнях печени с жаром" ("Чжуд-ши" 2001; Николаев, 2013). Полифенолы

горечавки бородатой относятся к эффективным стимуляторам регенерации

печени при отравлении тетрахлорметаном. Этот гепатопротектор

ингибировал свободнорадикальное окисление липидов, стабилизировал

мембранные структуры клеток печени, оказывал модулирующее влияние на

воспалительную  реакцию, оказывал выраженное желчегонное  действие

(Самбуева,1992; Николаев. 2012).

С.М. Николаев и соавт., (1987) рассматривали желчегонное действие

17 видов растений, способных "самостоятельно оказывать лечебное

действие при заболеваниях печени и желчных путей", таких как горечавка
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бородатая, горечавка крупнолистная, ломатогониум каринтийский, галения

рогатая, боярышник кровавокрасный, брусника обыкновенная и другие

(Самбуева,1992; Николаев, 2012).

Полифенольные комплексы зубчатки поздней, яблони ягодной и

скабиозы венечной у крыс с ССl4-интоксикацией угнетают

хемилюминисценцию липидов, усиливают белковосинтетическую функцию

печени и нормализуют показатели углеводного обмена в гепатоцитах,

повышают содержание цитохрома Р-450 в микросомах печени (Самбуева,

1992; Николаев, 2012).

Широкое распространение заболеваний вирусной этиологии

определяет необходимость выявления лекарственных растений, обладающих

противовирусным действием и гепатопротективным эффектом. В тибетской

медицине для лечения заболеваний с “жаром” нередко рекомендуется “par-

pa-ta” идентифицированная как гипекоум прямой (Гаммерман, Семичев,

1963; Асеева, 2008). Гипекоум в качестве компонента сложных

лекарственных средств рекомендуется при "жаре печени" в трактате

«Кунпан-дудзи» (Сумати Праджня) в десяти композициях: №219 “Борец

Фишера-13”, №236 “Большой отвар 25”, №287 “Соссюрея 12 по традиции

Верхнего Тибета”, №292 “Горечавка крупноцветковая-5”, а также в №294,

№297, №394, №934, №993. Т.А. Асеева и соавт. (2008) указывали восемь

сложных рецептурных прописей, включающих гипекоум в "Большом

Агинском чжоре".

1.4. Данные литературы о лекарственных растениях, входящих в состав

сухого экстракта “Гипелив”

Комплексное растительное лекарственное средство с условным

названием “Гипелив” состоит из экстрактов сухих травы гипекоума

прямостоячего, травы копеечника альпийского, корней солодки уральской,

цветков календулы лекарственной и корней шлемника байкальского.
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Гипекоум прямой (Hypecoum erectum L.), представитель семейства

Маковых (Papaveraceae) произрастает в песчаных и щебнистых степях,

долинах рек   Западной и Восточной Сибири, Монголии, Средней Азии,

Северном Китае (Растительные ресурсы России …, 2008).

Растение упоминается в основных литературных источниках

тибетской и монгольской медицины: "Чжуд-ши", "Вайдурья-онбо", “Онцар-

гадон-дэр-дзод”, "Лхантаб" и других под названием “par-pa-ta”, которое

считались лучшим средством "при жаре желчи и заразных болезнях; при

желчи в крови" (Гаммерман, Семичов, 1963; Блинова, 1965; Асеева, 1979).

Гипекоум в качестве компонента сложных лекарств при "жаре печени"

рекомендуется в трактате «Кунпан-дудзи» (Сумати Праджня, 2008) в десяти

композициях. Т.А. Асеева и соавт. (2008) указывали восемь сложных

рецептурных прописей, включающих гипекоум в "Большом Агинском

чжоре". Интерес к изучению данного растения в настоящее время

определяется его противовирусной и антимикробной активностью

(Комарова, 1967, Комарова и др, 1974; Аркадьева и др., 1968; Oyuntsetseg et

al., 2014; Zhang et al., 2015, 2016).

Химический состав H. erectum отличается содержанием алкалоидов. В

надземной части H. erectum выявлено до 2% алкалоидов: протопин, β-

аллокриптин, криптопин, фумаритин, сангвинарин, синактин, гипекорин,

гиперектин, коптизин, коридамин нитрат, синактин, d,l-стилопин, N-метил-

канадин и другие биологически активные вещества. Из его корней выделены

алкалоиды гипекорин, гипекоринин, гиперектин и N-метилканадин

(Аркадьева и др., 1968;  Комарова, 1974; Перельсон и др., 1984; Яхонтова и

др., 1972, 1984; Zhang et al., 2015, 2016).

Наличие  алкалоидов в надземной части H. erectum определяет

противовирусную, антибактериальную активность извлечений из растения

(Аркадьева и др., 1968; Комарова, 1967; Oyuntsetseg et al., 2014; Zhang et al.,

2015, 2016). Кроме того, установлено противовоспалительное,

жаропонижающее действие извлечений из растения (Фисунова, 1966;
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Гуревич, 1968). Сумма алкалоидов гипекоума прямого воздействует на

сердечнососудистую систему, оказывает гипотензивное и антиаритмическое

влияние (Яхонтова, и др., 1972; Комарова, 1974; Перельсон, 1984).

В тибетской медицине H. erectum применяется при инфекционных и

онкологических заболеваниях ("Чжуд-ши" 2001; Вайдурья-онбо", Дэсрид

Санчжай-чжамцо, 2014). В народной медицине настой травы используется

при инфекционных заболеваниях как жаропонижающее, болеутоляющее и

противовоспалительное средство, при онкологических заболеваниях, при

гипертонической болезни, заболеваниях зубов, фарингитах, ларингитах. В

Китае отвар из травы гипекоума прямого получил довольно широкое

распространение при ларингитах (Начатой, 2000).

Календула лекарственная, ноготки, (Calendula officinalis L.)

растение семейства Астровых (Asteraceae) применяется с древнейших

времен и является признанным средством в фармакопеях многих

зарубежных стран  (Турова,  Сапожникова, 1984;  Тхэсоп, 1987; Вайс,

Финтельман, 2004; Атлас тибетской медицины,1994; Лесиовская, 2014).

В основных литературных источниках тибетской медицины "Чжуд-

ши", "Вайдурья-онбо", “Онцар-гадон-дэр-дзод”, "Лхантаб" отмечается, что

для лечения болезней печени часто использовался шафран посевной (Crocus

sativus L.), упоминаемый как одно из средств “способных собственными

силами излечивать болезни печени”. В Забайкалье в качестве шафрана

посевного применялась календула лекарственная (тиб. Kha-khe gur gum),

расцениваемая как “шафран низкого качества” (Гаммерман, Семичов, 1963;

Бадараев и др., 1982; Пупышев, 1991; Асеева и др., 2008; Баторова и др.,

2013).

В цветках растения содержится до 3% каратиноидов (α и β-каротины,

ликопин, неоликопин, лютеолин, виолаксантин, цитраксантин, хризантема-

ксантин, флавоксантин, рукиксантин). Содержание флавоноидов достигает

4% (Турова, Сапожникова, 1984; Тхэсоп, 1987; Шарова, Куркин, 2007;

Кащенко, 2014; Лесиовская, 2014). Выделено 8 тритерпеновых сапонинов и
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календулозидов, при гидролизе которых образуются олеаноловая и глюку-

роновая кислоты. Выявлено 4 - 8% слизистых веществ (в том числе 1,5%

азотсодержащих), 0,2% эфирных масел, арнидиол, фарадиол,

азотсодержащие соединения; 3 - 6,84% органических кислот (яблочная,

пентадециловая, салициловая, аскорбиновая кислота), 3,4% смол, 0,2%

эфирного масла; следы алкалоидов, микроэлементы: марганец, железо и

фосфор (Чушенко и др., 1988; Коновалова, Рыбалко, 1990; Никонов, 2005;

Arora et al., 2013;  Lehbili et al., 2017).

 Из надземной части растения выделено горькое вещество календен. В

семенах имеются алкалоиды, жирное масло (в основном тлицериды

тауриновой и пальмитиновой кислот), а также ацетиловый спирт и

фитостерин. В растении, взятом целиком, содержатся 2,5% танина (Ульчен-

ко и др., 1998; Шарова, Куркин, 2007; Растительные ресурсы России…,

2011; Кащенко, 2014; Arora et al., 2013; Lehbili et al., 2017).

Календула обладает широким спектром биологической активности.

Препараты растения благодаря сочетанию каротиноидов, флавоноидов,

календена и аскорбиновой кислоты обладают гастропротективной,

гепатопротективной, желчегонной, антибактериальной, спазмолитической

активностью (Тхэсоп, 1987; Никонов, 2005; Дашинамжилов, 2011;

Лесиовская, 2014; Yoshikawa et al.,  2001; Tapiero et al., 2004;  Khpalwak et al.,

2017). Тритерпеновые соединения обеспечивают противовоспалительную

активность (Loggia et al.  1994).

Основными особенностями галеновых форм ноготков являются про-

тивовоспалительное и ранозаживляющее свойства. В эксперименте настойка

растения оказывает успокаивающее действие, снижает рефлекторную

возбудимость, в высоких дозах вызывает сон и понижает артериальное

давление  (Лесиовская, 2014; Fonseca, et al., 2010; Khpalwak et al., 2017).

Кроме того, при использовании препаратов растения наблюдается

гипохолестеринемический и кардиотонический эффекты, успокаивающее

действие. Выявлена противовирусная активность настойки календулы в



32

отношении вируса гриппа типов А и А2, вируса простого герпеса.

Галеновые препараты растения обладают иммуноактивирующей

активностью (De Tommasi et al., 1991; Khpalwak et al., 2017).

Из календулы получены лекарственные формы (Никонов, 2005;

Лесиовская, 2014): калефлон - сумма полифенольных соединений, в

основном флавоноидов и фенолкарбоновых кислот, применяется при

язвенной болезни желудка, хронических гастритах, обладает

гепатопротективным действием; цитринол состоит из цветков календулы,

листьев трифоли, корней  цикория, используется как гастропротективное

средство, рекомендуется также при гепатите, холецистите, при приеме

цитостатиков и гормонов; ротокан, суммарный препарат из экстрактов

ромашки, тысячелистника и календулы, применяется при афтозном

стоматите, парадонтозе, обладает противовоспалительным,

ранозаживляющим и гемостатическим эффектом.

Солодка голая (Glycyrrhiza glabra L.) - растение семейства Бобовых

(Fabaceae). Корень солодки содержит различные биологически активные ве-

щества (БАВ): тритерпеноиды, флавоноиды, кумарины, стероиды, фенол-

карбоновые кислоты и их производные, азотсодержащие вещества, органи-

ческие кислоты и другие соединения (Турова,  Сапожникова, 1984; Тхэсоп,

1987; Бондарев  и др., 1995; Никонов, 2005; Растительные ресурсы России…,

2011).

Содержание тритерпеновых сапонинов в корне растения может

достигать 15%: глицирризиновая кислота и её многочисленные изомеры

(18β-глицирретовая, 18ά-глицирретовая, 18,19-дегидроглицирретовая, 11-

дезоксиглицирретовая, 28-гидроксиглицирретовая), ликвиритиновая,

ураленоглюкуроновая кислота. Из корня растения выделено 27 различных

флавоноидов, представленных флавонолами, халконами и их гликозидами:

кверцетином, кемпферолом, апигенином, ликвиритином, изоликвиритином,

рамноликвиритином, неоликвиритином, уралозидом и др. Общее количество

флавоноидов достигает 4% (Тхэсоп, 1987; Бондарев и др., 1995; Толстиков и
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др., 1998; Егоров и др., 2005; Lee et al., 2007).

Сладкий вкус корня определяется высоким содержанием моно- и

дисахаридов (до 20%), включающих 2,5-6,5% сахарозы, 2-4% глюкозы, 4-6%

пектинов, маннита. Из корня растения выделено 2,6% кумаринов

(ликьюкумарин, герниарин, ликофуранокумарин, умбеллиферон - 7-

гидроксикумарин), стероиды (22, 23-дигидроксистигмастерин, эстриол),

фенолкарбоновые кислоты и их производные (феруловая, синаповая,

салициловая, ацетат салициловой кислоты), органические кислоты: янтар-

ная, фумаровая, лимонная. Кроме того, в корне содержатся липиды (3-4%),

горькие (2-4%) и смолистые (2-4%) вещества, следы эфирного масла,  белки,

витамин С, каротин. В составе растения имеется 14-30% крахмала, I8%

лигнина, 5,5% составляют дубильные вещества (Бондарев и др., 1995;

Толстиков и др.,  1998, Никонов, 2005;  Kataria et al., 2013).

Содержание в корне солодки разнообразных БАВ определяет широкий

спектр биологической активности её извлечений (Бондарев и др., 1995;

Толстиков и др., 1998; Lee et al., 2007; Kataria et al., 2013). Препараты

солодки оказывают противовоспалительное, спазмолитическое действие при

заболеваниях органов пищеварения: гастритах, язвенной болезни и колитах.

Глицирризиновая кислота и её производные обладают кортизоноподобным

действием. Авторы считают, что её активность соответствует 1/8 активности

кортизона (Никонов, 2005; Тхэсоп, 2008; Минина, 2009; Lee et  al., 2007).

Препараты солодки (карбеноксолон, глицерол, ликвиритон,

фракарбин) оказывают выраженное гастропротективное и противоязвенное

действие (Никонов, 2005; Лесиовская, 2014; Kataria et al., 2013).

Отхаркивающее действие солодки связано с наличием сапонинов,

обладающих поверхностно активными свойствами. Препараты солодки

широко используется при болезнях органов дыхания. Экстракты корней

солодки обладают желчегонным и гипотензивным действиями.

Гепатопротективный эффект извлечений из солодки установлен в

экспериментальных условиях  (Толстиков  и др., 1998; Павлова, 2005;  Lee et
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al., 2007; Wan et al., 2009; Liao et al., 2012). Тритерпеновые соединения

солодки проявляют противовирусную активность в отношении вирусов

гепатита А, В и С, а также простого герпеса (Балтина и др.,  2005; Павлова,

2005; Fiore et  al., 2008).

В тибетской медицине солодка использвалась под названием “Shing

mngar” во многих композициях (Гаммерман, Семичов, 1963; Пупышев,

1991;  Асеева и др., 2008). В Китае солодку применяют подобно женьшеню.

В небольших дозах (1-5% от массы сбора) в любом сборе солодка улучшает

экстракцию БАВ и ускоряет всасывание.

Из растения в производственных условиях получают лекарственные

формы (Никонов, 2005; Лесиовская, 2014): 1) экстракт солодкового корня

густой, сухой, глицирам - аммония глицирризинат, обладающий

отхаркивающим действием, стимулирующим функцию коры

надпочечников; 2) ликвиритон - сумма флавоноидов с обволакивающим,

антацидным и адсорбирующим эффектом; 3) флакарбин - комбинированный

препарат, содержащий ликуразид, кверцетин, с противовоспалительным и

спазмолитическим действием, обладает капилляроукрепляющей

активностью; 4) "Глидеринин"-18-дегидроглицирретовая кислота в виде

мази 1%-2%.

Копеечник альпийский (Hedysarum alpinum L.) – растение семейства

Бобовые (Fabaceae) распространен в лесной и лесостепной зонах по долинам

рек и ручьев от Кольского полуострова до Урала и Сибири.

В надземной части растения содержатся ксантоны (до 3,4%),

представленные мангиферином, изомангиферином, глюкомангиферином (до

2,5%) (Куваев и др., 1972; Рыбаченко и др., 1976; Соловьева и др., 1983;

Растительные ресурсы России…, 2010). В траве копеечника альпийского

обнаружены флавоноиды (гиперозид, хедизарид, полистахозиид и др.), а

также 220-1375 мг/% аскорбиновой кислоты. Корневища и корни содержат

полисахариды ̶−производные галактозы, ксилозы, галактуроновой кислоты и

рамнозы (Павлова, Волкова,1971; Бандюкова и др., 1992). Азотсодержащие
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соединения в семенах представлены канавалином. Кроме того, в растении

выявлены тритерпеноид - астрагалозид (Хамидуллина и др., 2002; Birdsong

et al., 1960).

Основным БАВ растения является мангиферин, обладающий проти-

вовирусной активностью, противогерпетическим действием в отношении

вирусов простого герпеса, ветряной оспы и цитомегаловирусов.

Ингибирующее действие копеечник проявляет на ранних этапах развития

вирусов. Получен  препарат “Алпизарин” с противовирусной активностью

при герпесвирусных инфекциях в виде таблеток 0,1 и 2% и 5% мази для

наружного применения (Фармцентр ВИЛАР ЗАО, Россия) (Никонов, 2005;

Лесиовская, 2014).

В тибетской медицине копеечник альпийский применяется под

названием “Myang mngar” (Гаммерман, Семичов, 1963; Блинова, Кунаев,

1965; Асеева и др., 2008).

Шлемник байкальский (Scutellaria baicaliensis Georgi)- растение

семейства губоцветных (Labiatae),произрастает в Восточной Сибири и на

Дальнем Востоке. В тибетской медицине корни шлемника использовали под

названием “Hong-len” (Гаммерман, Семичов, 1963; Пупышев, 1991; Асеева и

др., 2008).

Из корней шлемника выделены различные соединения: флавоноиды (до

10,5%), фенольные и фенилэтаноидные гликозиды, фенолкарбоновые

кислоты, стероиды, высшие жирные кислоты, дубильные вещества

пирокатехиновой группы (2,5%), смолы и эфирные масла (Гольдберг, 1994;

Чирикова, 2007; Бухашеева, 2008; Оленников и др., 2009, 2010).

Основная часть БАВ относится к флавоноидам (всего 37 флавоноидных

соединений): скутеллярин, изоскутеллярин, байкалин, необайкалеин, 7-мето-

ксибайкалеин, вогонин, вогонозид, апигенином, лютеолин и другие.

Специфическими флавоноидами являются байкалин в виде 7-глюкуронида,

необайкалеин (Гольдберг и др., 1994; Чирикова, 2007; Бухашеева, 2008;

Олейников и др., 2009; 2010; Растительные ресурсы России…, 2011).
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Фармакологические свойства шлемника байкальского обусловливают

флавоноиды, обладающие выраженной антиоксидантной активностью,

способные угнетать перекисное окисление липидов, оказывать

противовоспалительное иммуномодулирующее действия (Оленников и др.,

2009; 2010; Park et al., 2001, Yang et al., 2010). Флавоноиды обеспечивает

гепатопротективный и осудоукрепляющий эффекты (Ажунова и др., 1988;

Першина и др., 1998; Маняхин и др., 2010; Yang et al., 2010).

Извлечения из корня шлемника благоприятно воздействуют на

состояние нервной системы: седативное действие настойки шлемника

превосходит эффект валерианы; выявлен отчётливый ноотропный эффект,

антиспастическое, противосудорожное действия экстракта шлемника

байкальского (Гребенев и др., 1999; Дамдинова, 2001; Намсараева и др.,

2003). В эксперименте у животных снижался уровень тревожности и

возбудимости, проявлялись антиоксидантное и антигипоксическое действия,

а также нормализовались энергетические процессы в клетках головного

мозга при снижении уровня стрессовых гормонов (Дамдинова, 2001;

Намсараева и др., 2003; Маняхин и др., 2010). Установлено воздействие

экстракта шлемника на окисление янтарной кислоты митохондриями

головного мозга крыс при гипоксии  (Сайфутдинов и др., 1998), стимуляция

роста нейронов в культуре спинномозговых ганглиев крысы (Шурыгин,

2002).

Использование настойки растения влияет на состояние сердечно-

сосудистой системы, снижая артериальное давление и нормализуя сердечный

ритм. Гипотензивный эффект настойки связан не только с действием на

сосудодвигательный центр, но и с её способностью блокировать ганглии

симпатической нервной системы, воздействием на периферические отделы

блуждающих нервов. При использовании растения увеличивается сила

сердечных сокращений, замедляется ритм сердечных сокращений,

устраняется спазм гладкой мускулатуры кишечника (Дамдинова, 2001; Gaire

et al., 2014).
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Значительный интерес представляет антивирусная активность

экстракта шлемника и байкалина, особенно в отношении вирусов гепатита В

и С (Huang et al., 2000; Chu et al., 2003; Tang et al., 2003; Chu et al., 2007;

Tseng et al., 2010).

Таким образом, химический состав рассматриваемых лекарственных

растений включает различные БАВ: H. erectum отличается содержанием

алкалоидов, Calendula officinalis – каротиноидов, флавоноидов, календена; в

Glycyrrhiza glabra доминируют тритерпеновые сапонины, Hedysarum

alpinum– ксантоны, представленные мангиферином. Данные литературы при

этом позволяют отметить гепатопротективное и противовирусное действия

извлечений из этих растений и выделенных индивидуальных БАВ, что

представляет несомненный интерес для создания новых лекарственных

препаратов. Следовательно, в результате интенсивного поиска

гепатопротективных средств в последние годы достигнуты значительные

успехи в создании,  изучении, разработке новых препаратов растительного

происхождения на основе использования информации традиционных

медицинских систем и современных технологий.
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1. Характеристика комплексного  экстракта  сухого “Гипелив”

Объектом исследования являлось новое фитосредство с условным

названием “Гипелив”, представляющее собой комплексный экстракт сухой1.

Состав фитополиэкстракта представлен экстрактами сухими травы

гипекоума прямого (Hypecoum erectum L.; Papaveraceae), травы копеечника

альпийского (Hedysarum alpinum L.; Leguminosae), корней солодки уральской

(Glycyrrhiza uralensis Fisch.; Leguminosae), цветков календулы лекарственной

(Calendula officinalis L.; Compositae) и корней шлемника байкальского

(Scutellaria baicalensis Georgi; Lamiaceae) в соотношении 5:5:4:4:2.

Количественную стандартизацию содержания биологически активных

веществ экстракта осуществляли методом ВЭЖХ-УФ с использованием

микроколоночного жидкостного хроматографа Милихром А-02 (Эконова,

Новосибирск, Россия), снабженного колонкой ProntoSIL-120-5-C18 AQ (2 ×

75 мм, Æ 5 мкм; Metrohm AG, Herisau, Switzerland); подвижная фаза: 0.2 М

LiClO4 в 0.006  M  HClO4 (А), MeCN (В). Для разделения компонентов

использован градиентный режим элюирования (0-40 мин 5-100% В, 40-43

мин 100% В) со скоростью 100 мкл/мин при температуре 35°С и УФ-

детектировании при 270 нм. Расчет содержания соединений проводили с

использованием коммерчески доступных образцов сравнения (Sigma-Aldrich,

США). Содержание маркерных компонентов в экстракте составило:

глицирризиновой кислоты 2.06±0.04%, байкалина 1.85±0.04%, протопина

1.09±0.03%, мангиферина 0.68±0.02%, суммы тифанеозида и нарциссина

0.27±0.01%.

Полученный экстракт сухой под условным названием “Гипелив”

исследовали в количествах, соответствующих экспериментально-

терапевтическим дозам: 100, 200 и 300 мг/кг в объёме 10 мл/кг. Экстракт

1 Экстракт сухой «Гипелив»  получен в лаборатории медико-биологических исследований ИОЭБ СО РАН
в.н.с., д.фарм.н. Оленниковым Д.Н.
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сухой растворяли в воде очищенной и вводили внутрижелудочно 1 раз в

сутки согласно схеме эксперимента. В качестве препарата сравнения

использовали карсил (Carsil), с международным названием силибинин

“Silibinin”, из расторопши пятнистой Silybum marianum (L.) Gaertn. Карсил

(Болгария) вводили внутрижелудочно в дозе 200 мг/кг в аналогичном

режиме. Контрольной группе белых крыс после введения гепатотоксина

вводили эквивалентный объём воды очищенной в аналогичном режиме.

Интактная группа животных состояла из белых крыс того же возраста и пола

и получала по данной схеме в соответствующем объёме воду очищенную.

2.2. Экспериментальные животные

Лабораторные животные получены в ФГБНУ «Восточно-Сибирский

институт медико-биологических исследований» из вивария (г. Ангарск,

Иркутская область, РФ). Исследования выполнены на 444 белых крысах

линии Wistar обоего пола массой 180-230 г. и 146 мышах линии F1

(СВАхС57Вl/6) обоего пола массой 18-20 г. Содержание животных

соответствовало «Правилам лабораторной практики» (GLP) и Приказу МЗ

РФ № 199н от 01.04.2016 г. «Об утверждении правил надлежащей

лабораторной практики». Перед началом экспериментов животные,

отвечающие критериям включения в опыт, распределялись на группы с

соблюдением принципа рандомизации (группы однородны по полу, возрасту,

массе). Экспериментальную работу осуществляли в соответствии с

«Правилами проведения работ с использованием экспериментальных

животных» (Приложение к приказу МЗ СССР №755 от 12.08.77 г.),

«Правилами, принятыми в Европейской конвенции по защите позвоночных

животных (Страсбург, 1986). Эвтаназию животных осуществляли методом

мгновенной декапитации под легким эфирным наркозом. Протокол

исследования согласован с этическим комитетом Бурятского

государственного университета (протокол № 2 от 04.11.2016).
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2.3. Модели патологических состояний

Для воспроизведения важнейших нарушений функций гепатоцитов у

белых крыс использовали тетрахлорметан и D-галактозамин гидрохлорид

(Венгеровский и соавт., 2012).

«Эталонная» экспериментальная модель повреждения печени у крыс

создавалась введением четырёххлористого углерода, которая

сопровождалась усилением процессов перекисного окисления липидов.

развитием колликвационного некроза, белковой и жировой дистрофии

гепатоцитов, локализованных преимущественно в центральной зоне

печеночной дольки, где высока активность зависимых от цитохрома P-450

монооксигеназ и преобладает продукция повреждающих метаболитов

гепатотоксина. Экспериментальный гепатит вызывали введением подкожно

белым крысам линии Wistar v/v масляного (оливковое) раствора

тетрахлорметана (ССl4, четырёххлористый углерод, ГОСТ 20288-74, ЗАО

«Экос РС») из расчета 0,4 мл на 100 г массы животных 1 раз в сутки в

течение 4 дней подряд. О состоянии холеретической реакции в данном

эксперименте судили на 7, 14  сутки с начала  опыта.

Для создания другой модели экспериментального гепатита применяли

D-галактозамин гидрохлорид (2-amino-2-dioxy-D-galactose; Chondrosamine

HCL) фирмы "Sigma" (CША), являющийся производным D-галактозы.

Повреждающее действие D-галактозамина на печень связано изменениями в

функционировании эндогенной антиоксидантной системы, угнетением

синтеза РНК, белка, гликогена, гликопротеидных и гликолипидных

компонентов мембран, приводит к снижению энергетического статуса

организма лабораторных животных. В результате конъюгации гепатотоксина

с уридинфосфатом (УДФ), с формированием долговременного дефицита

УДФ, D-галактозамин, вызывая резкую активацию реакций перекисного

окисления липидов, приводит к нарушению структуры и функции мембран

эндоплазматического  ретикулума и митохондрий, повышает активность
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трансаминаз, щелочной фосфатазы в сыворотке крови, вызывает некрозы

гепатоцитов c продукцией фактора некроза опухоли (Николаев и др., 2014).

Повреждение печени D-галактозамином вызывалось однократным

внутрибрюшинным введением в дозе 400 мг/кг (Венгеровский и др., 2012)

белым крысам. Экспериментальный D-галактозаминовый гепатит

расценивается как прототип вирусного повреждения печени, максимально

приближенный по патогенезу, морфологическим и биохимическим

изменениям к вирусному гепатиту В. Его считают перспективной моделью

для исследования патогенеза и разработки средств фармакотерапии

печеночной недостаточности (Венгеровский и др., 2012).

2.4. Методы исследования

Для оценки функционального состояния печени в сыворотке крови

экспериментальных животных определяли биохимические показатели,

позволяющие выявить степень выраженности основных патогенетических

синдромов повреждения печени (Венгеровский и др., 2012): активность

аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ),

щелочной фосфатазы (ЩФ); γ-глютамилтранспептидазы (ГГТП),

концентрацию холестерина, триацилглицеридов, липопротеидов высокой

плотности (ЛПВП), липопротеидов низкой плотности (ЛПНП), содержания

общего белка, альбуминов, протромбина. Для выявления нарушений

процесса коагуляции при повреждении печени D-галактозамина

гидрохлоридом определяли уровень фибриногена, активированное частичное

тромбопластиновое время (АЧТВ), протромбиновый индекс (ПИ),

протромбиновое время (ПВ), международное нормализованное отношение

(МНО), протромбиновое отношение (ПО) в сыворотке крови белых крыс

(Баркаган, Момот, 1999). Исследования осуществляли с помощью серии тестов,

выполненных с использованием стандартного набора реактивов “Mindray” на

анализаторе “Mindray BS 380” (Китай).
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Мембраностабилизирующую активность испытуемого средства

оценивали на моделях перекисного и осмотического гемолиза с 1%-ной

суспензией эритроцитов донорской крови (Er/m) (Ковалев и др., 1986).

Перекисный гемолиз эритроцитов вызывали реактивом Фентона. Для

получения осмотического гемолиза к суспензии эритроцитов добавляли

равный объём дистиллированной воды. Испытуемый фитокстракт

исследовали в концентрациях 0,001, 0,01, 01 и 1,0 мг/кг. Степень гемолиза

определяли фотометрически при длине волны 420 нм.

Мембраностабилизирующее действие испытуемого средства оценивали в

процентах по отношению к показателям в контроле (без добавления

экстракта сухого в инкубационную среду).

Антиоксидантную активность исследуемого средства оценивали по

степени его влияния на процесс металлкатализируемой модификации белков

в модельной биологической системе (МБС) желточных липопротеидов

(ЖЛП) (Клебанов и др., 1988). Антирадикальную активность оценивали по

отношению к стабильному радикалу 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (DPPH∙)

(Adesanwo  et al., 2013); по отношению к супероксидным  радикалам (О2 ∙) в

неэнзиматической системе феназинметосульфат / НАДН (Rahini, Anuradha,

2014), а так же по отношению к молекулам NO (Rahini, Anuradha, 2014). Fe2+

-хелатирующую активность экстракта сухого определяли с использованием

о-фенантролинового метода (Оленников и др., 2008). В качестве веществ -

сравнения использовали кверцетин, рутин и аскорбиновую кислоту (АК)

(Sigma Alrich, USA). Все эксперименты in vitro проводили в трехкратной

повторности. Значения полученных результатов выражали через

концентрацию, необходимую для связывания 50% реактивных частиц в

инкубационной среде (IC50).

Состояние энергетического метаболизма в ткани печени оценивали по

содержанию аденозинтрифосфата (АТФ), лактата и пирувата (Прохорова,

1982). Интенсивность процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ)

оценивали по приросту конечного продукта пероксидации – малонового
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диальдегида (МДА) в гомогенате печени (Стальная, Гаришвили, 1977);

состояние эндогенной антиоксидантной системы характеризовали по

активности каталазы в ткани печени (Королюк и др., 1988),  а также

содержанию восстановленного глутатиона (GSH) в крови (Akerboom et al.,

1981) и по активности глутатионпероксидазы (ГП) (Pinto, Bartley, 1969) в

гомогенате печени лабораторных животных. Количественное содержания

белка определяли методом Бредфорда (Bradford, 1976).

Противовоспалительный эффект экстракта сухого “Гипелив”

определяли на основе комплексной оценки его влияния на экссудативный

компонент, альтеративную фазу и пролиферативную стадию

воспалительного процесса (Шварц; Сюбаев, 2012).

Для определения влияния “Гипелива” на процессы желчеобразования

и желчеотделения определяли скорость секреции желчи, общее количество

желчи и количество выделенных с желчью билирубина по методу Ван-ден-

Берга в модификации Н.Б. Скакуна, концентрацию в желчи желчных кислот

по методу Я.И. Карбача (Мирошниченко и др., 1978). Животным водный

раствор испытуемых экстрактов  вводили однократно в двенадцатиперстную

кишку в дозах 100, 200 и 300 мг / кг под тиопенталовым наркозом (тиопентал

натрия, 45 мг/кг).

Для оценки морфологических изменений при экспериментальном

гепатите печень животных фиксировали в 10%-ном забуференном

нейтральном формалине с последующей стандартной спиртовой проводкой и

заливкой в парафин по общепринятой методике (Коржевский, Гиляров,

2010). Из парафиновых блоков готовили срезы толщиной 4-6 мкм, которые

окрашивали гематоксилином и эозином, свежезамороженные срезы -

Суданом IV (Коржевский, Гиляров, 2010). Для выявления в гепатоцитах

активности сукцинатдегидрогеназы (СДГ) приготовленные на криостате

свежезамороженные срезы окрашивали тетразолиевым синим по Нахласу,

для определения содержания гликогена ставили ШИК-реакиию, содержание

нейтральных жиров определяли по Беренбауму. Морфологические и
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морфометрические исследования проводили с помощью микроскопа «Axio

LAB.A1» с цифровой камерой «AxioCam ERc5s» с программным обеспе-

чением для анализа изображений Axio Vision SE64 Rel.4.8.3 и ZEN 2012. На

микропрепаратах печени, окрашенных гематоксилином-эозином, изучали

гистологическую картину, подсчитывали количество некротизированных

(имеющих ядра в состоянии пикноза, лизиса или безъядерных) и двуядерных

гепатоцитов на 2500 клеток в 40 полях зрения.

На микропрепаратах печени, приготовленных на криостате МК-25 и

окрашенных Суданом IV полуколичественным методом определяли

содержание липидов в паренхиме печени (Венгеровский и др., 2012):

1 – минимальная степень ожирения – гепатоциты с жировыми

включениями находятся только на периферии дольки в области триады;

2 – слабая степень – гепатоциты, содержащие липиды, занимают

примерно 1/4–1/3 длины печеночных балок в перипортальной зоне;

3 – умеренная степень – подобные гепатоциты занимают 1/3–1/4

длины печеночных балок по периферии дольки;

4 – высокая степень – гепатоциты с жировыми каплями занимают 1/2–

2/3 длины печеночных балок;

5 – максимальная степень – стеатоз распространяется на всю

печеночную дольку.

Действие исследуемого экстракта на показатели клеточного,

гуморального и макрофагального звеньев иммунитета было изучено на

мышах-самцах линии F1 (СВАхС57Вl/6) массой 18-20 г, находящихся в

состоянии иммунодепрессии, вызванной цитостатиком азатиоприном,

который вводили контрольной группе животных в дозе 50 мг/кг перорально 1

раз в сутки в течение 5 дней (Лазарева, Алехин, 1985). Экстракт “Гипелив”

вводили мышам на фоне иммуносупрессии в дозе 100 мг/кг

внутрижелудочно 1 раз в сутки в течение 14 дней.

Состояние гуморального иммунитета оценивали по количеству

антителообразующих клеток (АОК), определяемых методом локального
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гемолиза по A.J. Cunningham (1965). Мышей иммунизировали

внутрибрюшинно ЭБ в дозе 2х108 клеток на мышь.  Реакцию ставили на 5-е

сутки после иммунизации (Cunningham, 1965).

Состояние макрофагального звена иммунного ответа оценивали в

реакции фагоцитоза перитонеальных макрофагов в отношении частиц

коллоидной туши. Оптическую плотность лизата клеток перитонеального

экссудата, отражающую количество туши, поглощенной перитонеальными

макрофагами, определяли на спектрофотометре «CECIL-2011» при длине

волны 620 нм (Руководство …2012).

Действие испытуемого средства на состояние клеточного звена

иммунного ответа оценивали в реакции гиперчувствительности замедленного

типа (ГЗТ) согласно стандартной методике (Руководство… 2012). Мышей

сенсибилизировали внутрибрюшинным введением 0,1% взвеси эритроцитов

барана (ЭБ) в физиологическом растворе. На 4 сутки под подошвенный

апоневроз задней лапки вводили разрешающую дозу антигена – 50 мкл 50%

взвеси ЭБ. В контрлатеральную лапку инъецировали физиологический

раствор в том же объёме. Оценку реакции ГЗТ проводили спустя 24 часа по

разнице масс опытной и контрольной лап. Индекс реакции ГЗТ (Ир)

рассчитывали по формуле: Ир = [(Моп –  Мк)  /  Мк]×100%,  где Моп – масса

опытной лапы, Мк – масса контрольной лапы.

Оценка противовирусной активности изучаемого экстракта “Гипелив”

проводилась на основе контроля репродукции вируса с помощью микро-

метода и выявления цитопатогенного действия (ЦПД) (Ершов и др., 2012).

Определение противовирусного действия комплексного экстракта

проводили с помощью микрометода в культуре клеток НЕР-2 эпидермоидной

карциномы гортани человека, культивируемой в виде монослоя (ООО

«БиолоТ» РФ, Санкт-Петербург) (Ершов Ф.И. и соавт., 2012). Культуру

клеток инкубировали в пластиковых панелях с 96 лунками с плоским дном

(Китай) с добавлением по 0,1 мл поддерживающей питательной среды Игла

МЕМ с L-глютамином (ООО «БиолоТ» РФ, Санкт-Петербург). Для
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выявления возможного цитопатогенного воздействия исследуемого экстракта

сухого на культуру тканей определяли степень деструкции клеточного

монослоя при добавлении в поддерживающую питательную среду

“Гипелива” и его компонентов. Содержание культуры клеток

осуществлялось в течение 48 - 72 часов при 36° С и 5% СО2, после чего

определяли степень деструкции клеточного монослоя при помощи

микроскопирования. Оценка антивирусных свойств “Гипелива” и его

компонентов осуществлялась на основе микрометода при использовании

энтеровирусов с учетом ЦПД. Вначале проводилась предварительная

обработка 24-часовой культуры клеток, выращенной в 96 луночных

пластиковых панелях, разными концентрациями растворенного “Гипелива” и

его компонентов, начиная с концентрации 900 мкг/мл за сутки до заражения

вируссодержащей жидкостью. Необходимость предварительного внесения

исследуемого экстракта и его компонентов в культуру за 24 часа до

инфицирования вирусом связана с тем, что развитие максимального

протективного эффекта указанных веществ наступает не ранее чем через 10 ч

после внесения.

Для выявления возможного цитопатогенного действия “Гипелива” и

его компонентов на культуру клеток добавляли в питательную

поддерживающую среду исследуемый сухой экстракт в дозе 900 мкг/мл, а

также его компоненты, при этом установлено полное отсутствие ЦПД.

В дальнейшем при внесении вируссодержащей жидкости к культуре

клеток, содержащей исследуемые экстракты в данной концентрации, через

48-72 часа (сроки максимального накопления вируса) культуру

микроскопировали для определения противовирусной активности по ЦПД.

Результаты исследований обрабатывали статистически с применением

пакета программ Microsoft Office Excel 2007, Statistica 10. Вычисляли

среднюю арифметическую (М), ошибку средней арифметической (m).

Определение нормальности распределения переменных проводили на

основании гистограмм распределения, величин асимметрии и эксцессы. Для
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оценки достоверности различий выборок, имеющих нормальное

распределение применяли параметрический t-критерий Стьюдента. Различия

между сравниваемыми значениями считали значимыми при уровне

вероятности 95% и более (р ˂ 0,05).
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ГЛАВА 3.  ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ

ЭКСТРАКТА СУХОГО “ГИПЕЛИВ”

3.1 Изучение острой токсичности экстракта сухого “Гипелив”

При исследовании фармакологических свойств новых лекарственных

средств приоритетное значение имеет выявление токсичности (Арзамасцев и

др., 2012). Определение острой токсичности по методу Кербера

осуществлялось на 56 мышах обоего пола линии F1 (СВАхС57Вl/6)  с массой

25-30 г при однократном внутрибрюшинном введении в диапазоне доз: от

3000 до 6000 мг/кг (Арзамасцев и др., 2012). В каждую группу входило по 8

особей. Все испытуемые дозы экстракта сухого растворяли в

дистиллированной воде до необходимого объёма, составляющего 1,0 мл / 100

г массы животного. В течение 14 суток наблюдали поведение белых мышей,

их активность, потребление корма и воды. Для оценки его токсичности

рассматривали общее состояние белых мышей, характер клинических

проявлений интоксикации, возможный летальный исход и морфологические

изменения во внутренних органах мышей (Таблица 3.1.1).

При введении доз 3000, 3500 и 4000 мг/кг общее состояние животных в

данных группах не страдало, они оставались активными. При введении

экстракта в дозе 4500 отмечали незначительное снижение активности у 3

мышей из 8 через 4 часа после введения исследуемого экстракта, а в

дальнейшем признаки интоксикации нарастали, 2 животных через 12 часов

погибли.

Введение экстракта “Гипелив” животным в дозах 5000 и 5500 мг/кг

вызывало нарушения состояния мышей  в более ранние сроки, через 3 часа

отмечали ограничение подвижности, вялость, слабую реакцию на внешние

раздражители, отказ от корма. В группе мышей при введении экстракта 5500

через 8-12 часов погибли  3 животных и далее в течение первых суток еще 3

животных. При введении мышам экстракта в дозе 6000 мг/кг через два часа у

животных движения стали скованными, мыши лежали с закрытыми глазами.

Через 3 часа животные из названной группы были полностью неподвижны. У
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них участились акты дефекации, по истечении 5 часов помет потерял

каловый характер: стал водянистым с большим количеством слизи. Гибель

животных наблюдали в данной группе на 6-ой и 7-ой час после введения

“Гипелива”. Результаты определения острой токсичности приведены в

таблице 3.1.1.

Таблица 3.1.1. Результаты определения острой токсичности экстракта сухого

“Гипелив” методом Кербера

Доза гипелива, мг/кг 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

Выжило 8 8 8 6 4 2 0

Погибло мышей 0 0 0 2 4 6 8

Z 0 0 1 3 5 7

D 500 500 500 500 500 500

Z*D 0 0 500 1500 2500 3500

Σ(Z*D)=8000

Примечание: D – интервал между двумя смежными дозами;
Z – среднее арифметическое из двух значений числа тест-объектов, у
которых проявился положительный эффект при воздействии каждой из двух
смежных доз;
n – число тест-объектов в группе.

LD50 = LD100 - Σ(Z*D)/n

LD50 = 6000 - 8000/8 = 5000 мг/кг.

Погибших животных вскрывали и исследовали органы

микроскопически: наблюдались гемодинамические нарушения в виде

полнокровия сосудов с явлениями стаза в легких, печени, почек, головном

мозге. Миокард и эпикард не имели видимых изменений. Легкие были

полнокровны, отечные. Печень обычных размеров, полнокровна, паренхима

рыхлая. Слизистая желудка гиперемирована, в просвете слизь. Кишечник

заполнен слизью, Почки полнокровны, корковый слой дифференцируется.

Головной мозг серого цвета, сосуды оболочки расширены, полнокровны.
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Гибель животных при остром отравлении развивалась в результате сердечно-

легочной недостаточности. Таким образом, выявленная LD50 по методу

Кербера составила 5000 мг/кг.

При определении острой токсичности экстракта сухого “Гипелив” с

помощью пробит-анализа по  D.J. Finney (1971) с введением данных в MS

Excel и дальнейшим расчётом средствами Visual Basic получены результаты,

представленные в таблице 3.1.2.

Таблица 3.1.2. Оценка показателей острой токсичности экстракта сухого

“Гипелив” методом  пробит-анализа

D, мг/кг 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

Выжило 8 8 8 6 4 2 0

Погибло 0 0 0 2 4 6 8

X (logD) 3.477 3.544 3.602 3.653 3.698 3.740 3.778

Эффект в

пробитах  Y

0 0 0 4,33 5,0 5,67 7,33

В дальнейшем данные острой токсичности экстракта сухого (LD)

подвергались программной статистической обработке с доверительным

интервалом и приведены в таблице 3.1.3. С использованием приведенных

значений выполнено построение графика доза-эффект (Рисунок 3.1) с 95%

доверительным интервалом.

На основе пробит-анализа, проведенного при введении данных в MS

Excel с дальнейшим расчётом средствами Visual Basic, выяснено, что DL50

экстракта сухого “Гипелив” составляет 5002 мг/кг.
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Таблица 3.1.3. Значения DL50 экстракта сухого “Гипелив” на основании

пробит-анализа

Вероятность развития

эффекта

D, мг/кг (доза) CI 95% (доверительный

интервал)

0,010 3782,69062 2632,93526 4229,23950
0,020 3925,55843 2898,21726 4333,34087
0,025 3974,71066 2989,07284 4369,56792
0,05 4139,85848 3292,28538 4493,34351
0,10 4330,26335 3636,22888 4641,68998
0,20 4560,82872 4038,50532 4835,53813
0,25 4648,42153 4184,63371 4915,88012
0,50 5001,91837 4705,15877 5309,31779
0,75 5355,41521 5085,53147 5842,90782
0,80 5443,00802 5163,99464 5990,91503
0,90 5673,57339 5354,73438 6396,29988
0,95 5863,97826 5501,70268 6741,62156
0,975 6029,12608 5624,73427 7045,57810
0,980 6078,27831 5660,79188 7136,60312
0,990 6221,14612 5764,49557 7402,28279

Получение аналогичных результатов при определении острой

токсичности “Гипелив” двумя методами позволяет считать данные методы

равноценными, т. к. различия не превышают 0,1%, что свидетельствует о

возможности использования любого из них. Результаты исследования

позволяют отнести “Гипелив” к группе «практически нетоксичные вещества»

по действующей классификации (Арзамасцев и др., 2012).
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Рисунок 3.1. График острой токсичности “доза-эффект” экстракта
сухого “Гипелив” на основе пробит-анализа (Finney, 1971)

3.2. Определение противовоспалительной активности

экстракта сухого “Гипелив”

Определение противовоспалительных свойств экстракта «Гипелив»

осуществляли на 128 белых крысах линии Wistar обоего пола с исходной

массой 180-200 г.

3.2.1. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на процессы  экссудации

Влияние на острую экссудативную фазу (отек) оценивали при

субплантарном введении 0,1 мл 1% раствора каррагенина

(сульфатированный полисахарид из ирландского морского мха) (Шварц;

Сюбаев, 2012).
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Изучаемый экстракт вводили трем группам экспериментальных

животных соответственно в дозах 100, 200 и 300 мг/кг в объёме 10 мл/кг.

Экстракт растворяли в воде очищенной и вводили однократно зондом в

желудок за 1 ч до введения каррагенина. Выраженность воспалительной

реакции оценивали через 3 ч после индукции воспаления каррагенином по

изменению объёма лапы (онкометрически) у экспериментальных животных.

Антиэкссудативный эффект оценивали по уменьшению отека лапы при

введении соответствующих доз “Гипелива” и выражали в процентах к

контролю. Через 3 часа после индукции воспаления каррагенином при

введении “Гипелива” в дозе 100 мг/кг животным I группы установлено

уменьшение отека лапки крыс по сравнению с контролем на 18%. У крыс,

получавших “Гипелив” в дозе 200 мг/кг, отмечали снижение экссудации на

22%.

Дальнейшее повышение дозы исследуемого средства до 300 мг/кг не

приводило к значимому угнетению отека лапки по сравнению с данными в

контрольной группе. Таким образом, результаты проведенных исследований

свидетельствовали о том, что “Гипелив” обладает отчётливым

антиэкссудативным эффектом на модели каррагенинового отека.

Дополнительно для определения антиэкссудативного эффекта

экстракта использовали модель формалинового отека при субплантарном

введении 0,1 мл 2% раствора формалина (Шварц, Сюбаев, 2012). Экстракт

растворяли в воде очищенной и вводили животным опытных групп

внутрижелудочно соответственно в дозе 100, 200 и 300 мг/кг в объёме 10

мл/кг за 3 часа до субплантарного введения формалина, а затем через 5 и 18

часов после инициации воспаления. Животным контрольной группы вводили

воду очищенную в эквивалентном объёме по аналогичной схеме. Через 24

часа после инъекции формалина оценивали выраженность отека весовым

методом по разнице масс ампутированных здоровой и отечной лапки у крыс,

декапитированных под эфирным наркозом.
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На модели формалинового отека у белых крыс наблюдали меньшую

степень экссудации, чем при каррагениновом отеке. Достоверное снижение

степени отека наблюдали при введении “Гипелива” в дозе 100 и 200 мг/кг

белым крысам по сравнению с контролем. (Таблица 3.2.1.2). Повышение

дозы исследуемого экстракта до 300 мг/кг не приводило в уменьшению отека

у опытных крыс.

Таблица 3.2.1.2.  Влияние экстракта сухого “Гипелив” на степень

экссудации при отеке, вызванном формалином  у белых крыс (M± m)

Группы животных Разность
масс лапок,
мг

Степень
угнетения
отека, %

Контроль (Н2О), n=8 0,49±0,04

Опытная группа I (“Гипелив” 100 мг/кг), n=8 0,39±0,03* 20%

Опытная группа II (“Гипелив” 200 мг/кг), n=8 0,38±0,03* 22%

Опытная группа III (“Гипелив” 300 мг/кг), n=8 0,38 ±0,03 22%

Примечание: * - здесь и далее различия значимы по сравнению с

контролем (p˂ 0,05).

Таким образом, полученные данные свидетельствовали о том, что

экстракт “Гипелив” обладает отчётливым антиэкссудативным эффектом на

моделях каррагенинового и формалинового отеков.

3.2.2. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на процессы альтерации

Эксперимент проведен на 32 белых крысах линии Wistar.

Альтеративную фазу воспалительной реакции у белых крыс моделировали

путем подкожного введения 0,5 мл 9% раствора уксусной кислоты в область

спинки (Шварц, Сюбаев, 2012). Одновременно вводили раствор декстрана

внутрибрюшинно в дозе 300 мг/кг. Экстракт сухой “Гипелив” растворяли в
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воде очищенной и вводили животным опытных группы внутрижелудочно в

дозе 100, 200 и 300 мг/кг в объёме 10 мл/кг за 1 час до введения раствора

уксусной кислоты, а затем ежедневно 1 раз в сутки в течение 28 дней.

Антиальтеративное действие экстракта “Гипелив” определяли

планиметрическим методом по степени развития некроза и регенерации

тканей на 7, 14, 21 и 28 сутки.

Полученные данные свидетельствовали, что при введении белым

крысам экстракта “Гипелив” дозе 200 мг/кг снижается степень деструкции

ткани: на 7 сутки − на 12%, в последующие сроки − на 20%, 25%, 27% по

сравнению с данными контрольной группы (Таблица 3.2.2.1). На фоне

введения изучаемого экстракта в дозе 100 мг/кг животным I группы

выявлялись достоверные отличия  −  на 12, 16%, 23% и 26% на 7, 14, 21 и 28

сутки опыта соответственно по сравнению с показателями крыс контрольной

группы. Достоверные отличия показателей в III группе животных удалось

зафиксировать позже по сравнению с данными у животных, получавших

экстракт в дозе 200 мг/кг.

Таблица 3.2.2.1. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на течение

альтеративной фазы воспалительной реакции у белых крыс (M±m)

Группы животных Площадь альтерации, мм2

7 сутки 14 сутки 21 сутки 28 сутки

Контроль (Н2О), n=8 718,5±24,3 422,2±17,2 268,0±15,1 35,8±2,7

Опытная группа I

(“Гипелив” 100 мг/кг), n=8

634,3±21,3 344,7±16,5* 206,3±185,3* 21,5±2,6*

Опытная группа II

(“Гипелив” 200 мг/кг), n=8

630,5±21,4* 337,8±21,7* 186,3±16,0* 26,3±1,9*

Опытная группа III

“Гипелив” 300 мг/кг), n=8

661,3±23,3 351,4±17,3 193,5±13,7* 25,5±2,4*
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Повышение вводимой дозы “Гипелива” до 300 мг/кг животным III

группы не сопровождалось значительным уменьшением площади альтерации

по сравнению с группой животных, получавших экстракт в дозе 100 мг/кг.

Таким образом, исследуемый экстракт сухой “Гипелив” в дозе 100 и

200 мг/кг обладает наиболее выраженной эантиальтеративной активностью.

3.2.3. Влияние экстракта сухого “Гипелива” на пролиферативную фазу

воспаления

Исследования проведены на 32 белых крысах линии Wistar.

Антипролиферативное действие “Гипелива” определяли на модели

«фетровой» гранулемы по рекомендациям Ф.П. Тринуса (Шварц; Сюбаев,

2012). Пролиферативное воспаление вызывали имплантацией под кожу

живота 4-х простерилизованных фетровых дисков массой 10 мг. Операцию

выполняли под легким эфирным наркозом в асептических условиях.

Экстракт “Гипелив” растворяли в воде очищенной и вводили ежедневно

животным опытных групп внутрижелудочно в дозе 100, 200 и 300 мг/кг  в

объёме 10 мл/кг 1 раз в сутки в течение 7 дней. На 8-е сутки после операции

фетровые диски с образовавшейся вокруг них грануляционной тканью

осторожно извлекали, взвешивали на торсионных весах в сыром виде. Затем

высушивали до постоянной массы при 60°С и вновь взвешивали. Об

антипролиферативной активности изучаемого экстракта судили по разнице

между массой высушенной гранулемы и исходной массой фетрового диска.

Противовоспалительное действие (влияние на пролиферативный и

экссудативный компоненты воспаления) выражали в процентах по

отношению к контролю.

Введение белым крысам “Гипелива” в дозе 100 мг/кг сопровождалось

угнетением образования фиброзно-грануляционной ткани на 14% - 22%,

(Таблица 3.2.3.1) при повышении дозы исследуемого экстракта до 200 и 300

мг/кг антипролиферативное действие не возрастало.



57

Таблица 3.2.3.1. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на фазу пролиферации

воспалительной реакции у белых крыс (M±m)

Группы животных Масса
влажных
«фетровых»
гранулем, мг

Масса
высушенных
«фетровых»
гранулем, мг

Степень
угнетения
образования
гранулем, %

Контрольная (Н2О), n=8 396,3±17,40 83,2±5,21
Опытная I
(“Гипелив” 100 мг/кг), n=8

364,6±15,61 71,5±5,48 14,06%

Опытная II
(“Гипелив” 200 мг/кг), n=8

345,7±17,40 65,2±4,52* 21,63%

Опытная III
(“Гипелив” 300 мг/кг), n=8

358,5±17,40 69,8±6,13 16,11%

Ввиду особенностей патогенеза повреждений печени и формирования

воспалительных реакций представляется важным определение воздействия

сухого экстракта на интенсивность воспаления. При вирусных гепатитах

паренхиматозное воспаление развивается на фоне усиления ПОЛ с

повышением проницаемости мембран, развитием иммунопатологических

процессов и угрозы гидролитического аутолиза гепатоцитов, инфильтрации

ткани печени плазменными элементами с развитием фагоцитарно-

лимфоцитарной активности. Мезенхимально-воспалительная реакция

способна определять темпы прогрессирования патоморфологических

изменений и формирования фибротического процесса (Ющук, 2010; Kuntz,

Kuntz, 2000;  Muriel, 2017; Sherlock, Dooley, 2018). Общебиологический

характер воспалительных реакций (Черешнев, Гусев, 2012; Шварц; Сюбаев,

2012; Kim et al., 2008), нередко определяет тяжесть и исход многих

заболеваний, что поддерживает интерес к созданию гепатопротективных

средств, обладающих противовоспалительным действием.

При определении фармакологических свойств фитосредств и

механизма их действия авторы исследовали противовоспалительный эффект

флавоноидов, каротиноидов, комплексных фитосредств (Комисаренко и др.,

1993; Азарова, Галактионова, 2012; Loggia et al.  1994; Di Carlo et al., 1999).
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Полученные данные при изучении фармакологических свойств

экстракта “Гипелив”, свидетельствуют о том, что ввиду содержания

глицирризиновой кислоты (2.06%), байкалина (1.85%), мангиферина (0.68%),

обеспечивается комплексное воздействие на воспалительный процесс,

сочетающее выраженный антиэкссудативный, антиальтеративный и

умеренный антипролиферативный эффекты. Умеренная

антипролиферативная активность, вероятно, связана с содержанием

сапонинов солодки, обладающих кортизоноподобным действием, а также

флавоноидов календулы и шлемника байкальского (Николаев, 1992; Азарова,

Галактионова 2012; Лесиовская, 2014;  Tapiero, et al. 2004; Kim et al., 2008),

тритерпеновых соединений календулы (Loggia et al. 1994).

3.3. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на холеретическую

реакцию у белых крыс

Холерез исследователи считают специфическим критерием,

характеризующим функциональные возможности печени. Секреция и

выделение желчи страдают при повреждениях печени инфекционного,

токсического, аутоиммунного характера (Подымова, 2005; Губергриц, 2009;

Kuntz, Kuntz, 2000; Hirschfield et al. 2010; Muriel, 2017). Синдром холестаза

является одним из непременных компонентов патогенеза повреждения

печени. Образование солей желчных кислот осуществляется при сохранной

структуре гепатоцитов, необходимого уровня активности ферментов, а также

наличия гликогена и АТФ (Неронов, 2010;  Климова, 2018; Kuntz, Kuntz,

2000; Hirschfield et al., 2010; Sherlock, Dooley, 2018).

Определение холеретических свойств экстракта “Гипелив”

осуществляли на 28 интактных белых крысах-самцах линии Wistar с

исходной массой 180-210 г.

 Животным опытных групп вводили водный раствор испытуемого

экстракта однократно в двенадцатиперстную кишку в дозах 100, 200 и 300

мг/кг под тиопенталовым наркозом (тиопентал натрия, 45 мг/кг). Желчь
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получали у наркотизированных крыс (натрия тиопентал, 40 мг/кг,

внутрибрюшинно) через каждый час в течение 4 часов подряд2. Определение

влияния “Гипелива” на холерез проводили после растворения экстракта

сухого в воде очищенной и введения в двенадцатиперстную кишку крысам I,

II, III групп соответственно в дозах 100, 200 и 300 мг/кг в  объёме 10 мл/кг

(зондом) 1 раз во время эксперимента. Контрольной группе белых крыс

вводили эквивалентный объём воды очищенной в аналогичном режиме.

Опытным животным водный раствор испытуемого экстракта вводили

однократно в двенадцатиперстную кишку в дозах 100, 200 и 300 мг / кг под

тиопенталовым наркозом (тиопентал натрия, 45 мг/кг).

При введении животным экстракта “Гипелив” в дозе 100 мг/кг скорость

секреции желчи через 1 час возрастала на 7%, в последующие два часа

отмечено значительное повышение на 42% и 44%, за 4-ый час увеличение

составило 33%.

Таблица  3.3.1.  Влияние  экстракта сухого “Гипелив” на скорость  секреции

желчи у  белых крыс (M±m)

Условия опытов Скорость  секреции желчи в течение 4
часов, мг/мин на 100 г массы

1 час 2 час 3 час 4 час

Контроль (Н2О), n=8 5,4±0,3 4,8±0,1 4,3±0,1 4.2±0,2

Опытная группа I

(“Гипелив” 100 мг/кг), n=8

5,8±0,4 6,8±0,3* 6,2±0,3* 5,6±0,2*

Опытная группа II

(“Гипелив” 200 мг/кг), n=8

5,5±0,2 6,2±0,1* 5,9±0,2* 5,7±0,3*

Опытная группа III

(“Гипелив”300 мг/кг), n=8

5,5±0,3 5,9±0,3* 5,8±0,4* 5,1±0,3 *

2 Исследования проведены при консультации к.б.н., старшего научного сотрудника лаборатории
безопасности биологически активных веществ ИОЭБ СО РАН Самбуевой З.Г.
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При увеличении дозы экстракта “Гипелив” до 200 мг/кг скорость

секреции желчи через 1 час существенно возрастала несколько меньше,

увеличиваясь в последующие часы на 29% и 37% по сравнению с контролем.

При возрастании вводимой дозы экстракта “Гипелив” до 300 мг/кг

интенсивность секреции была несколько ниже, чем при введении меньших

доз и составила 21-35%.

Полученные экспериментальные данные указывали на отчётливое

влияние экстракта на скорость секреции желчи белых крыс, сохраняющейся

на повышенном уровне, на протяжении всего опыта. Значительного

преимущества повышенных дозы “Гипелива” во II и III группах крыс до 200

и 300 мг/кг по сравнению I группой при введении 100 мг/кг в стимуляции

скорости секреции желчи у белых крыс выявить не удалось. Результаты

опыта (таблица 3.3.2) свидетельствовали о выраженном увеличении общего

количества секретируемой желчи у интактных крыс, получавших

исследуемый экстракт.

Таблица 3.3.2. Влияние экстракта “Гипелив” на общее количество и

биохимический состав желчи у  белых крыс

Условия опытов Общее количество
желчи за 4 часа
(M±m)

Желчные
кислоты

Билиру
бин

Холестерин

мг/100 г мг %

Контроль (Н2О), n=8 774 ±36,8 370,5 18,0 58,5

Опытная группа I

(“Гипелив” 100 мг/кг), n=8

1116 ±55,4* 518,7 22,0 60,5

Опытная группа II

(“Гипелив” 200 мг/кг), n=8

1068 ±33,1* 478,8 21,0 71,7

Опытная группа III

(“Гипелив”300 мг/кг), n=8

996 ±58,2* 416,1 19,0 61,6
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Общее количество отделяемой желчи за 4 часа при введении

“Гипелива” в дозе 100 мг/кг животным увеличивалось на 45%, при

использовании экстракта в дозе 200 мг/кг – на 38% и 300 мг/кг – на 29%. При

введении “Гипелива” в дозе 100 мг/кг можно отметить изменение

биохимического состава отделяемой желчи: увеличение количества

выделяемых желчных кислот на 40%; в дозе 200 мг/кг – 29%, а в дозе 300

мг/кг - на 12% по сравнению с данными интактных крыс. Наряду с этим

повышалось содержание билирубина в желчи в опытных группах животных

на 17% и 22% по сравнению с контролем; уровень холестерина возрастал при

введении экстракта “Гипелив” в дозе 200 мг/кг на 22%, а при повышении

дозы “Гипелив” до 300 мг/кг - на 5%  (Таблица 3.3.2).

Следовательно, при введении экстракта “Гипелив” интактным

животным, наряду с увеличением общего количества секретируемой желчи,

повышением скорости секреции желчи на протяжении всего эксперимента

наблюдалось изменение качественного состава желчи со значительным

увеличением содержания желчных кислот, в меньшей мере холестерина и

билирубина, что позволяет отнести исследуемый экстракт к истинным

холеретикам, повышающим коллоидную устойчивость желчи. Увеличение

холереза указывает на улучшение функционального состояния печени.

3.4. Оценка противовирусных свойств экстракта сухого “Гипелив”

Необходимость определения противовирусных свойств

гепатопротективных препаратов определяется широкой

распространенностью вирусных инфекций (Ершов и др., 2012, Ющук,

Венгеров, 2018). Повреждение печени развивается при вирусных гепатитах

А, В, С, D, E и F, воздействии цитомегаловирусов, вирусов Эпштейна-Барр,

аденовирусов и др. Нередко развиваются затяжные и хронические формы с

тяжелыми последствиями, особенно для групп риска. Авторы отмечают

ограниченное количество этиотропных противовирусных препаратов при
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подавляющем большинстве инфекций, что определяет актуальность поиска

средств, сочетающих гепатопротективные свойства и противовирусный

эффект. В качестве начального этапа проводится изучение противовирусных

свойств скринингом in vitro в культуре клеток (Ершов и др., 2012).

Определение противовирусного действия изучаемого экстракта

проводили с помощью микрометода в культуре клеток НЕР-2 эпидермоидной

карциномы гортани человека. Через 48 часов после внесения

вируссодержащей жидкости наблюдение и микроскопирование позволили

отметить уменьшение цитопатогенного действия вируса (ЦПД) при

добавлении в питательную поддерживающую среду “Гипелива” в дозе 900

мкг/мл на 40%. Добавление сухого экстракта гипекоума прямого и

копеечника альпийского сопровождалось уменьшением ЦПД на 10%. При

внесении в питательную среду сухих экстрактов календулы лекарственной и

солодки уральской и “Гипелива”  наблюдалось уменьшение ЦПД на 50%,

“Гипелива” - на 62% по сравнению с контролем, свидетельствуя об

отчётливой антивирусной активности данной концентрации. Через 72 часа

после внесения вируссодержащей жидкости отмечалось  выраженное ЦПД на

культуру клеток  (Таблица 3.4.1).

Таблица 3.4.1. Противовирусная  активность и цитопатогенное

действие экстракта сухого “Гипелив” и его компонентов  в концентрации 900

мкг/мл на культуре клеток

Культура клеток

 +  исследуемый экстракт сухой

 +  вируссодержащая жидкость

ЦПД

Сроки наблюдения

48 часов 72 часа

Шлемник байкальский 100% 100%

Гипекоум прямой 90% 100%

Календула лекарственная 50% 100%

Солодка уральская 50% 100%

Копеечник альпийский 90% 100%

Экстракт сухой “Гипелив” 38% 100%
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На основании полученных данных установлено, что 50% ингибирующая

концентрация экстрактов календулы лекарственной, солодки уральской

составляет 900 мкг/мл, при этом репродукция вируса снижалась вдвое через

48 часов, а при введении “Гипелива” в той же концентрации − на 62%.

(Таблица 3.4.1).

Для установления диапазона противовирусной активности “Гипелива”

и его составляющих опытным путем в зависимости от токсичности на

культуру клеток с постепенным увеличением  концентрации, с кратностью

разведения 1 : 2, начиная с концентрации 900 мкг/мл, подбирали

концентрацию с максимальной антивирусной активностью. Постепенно

увеличивали концентрацию сухих экстрактов от 1000 мкг/мл, до 10 мг/мл, 20

мг/мл и выше. Таким образом был определен оптимальный диапазон

противовирусной активности “Гипелива” и его компонентов в пределах от 20

мг/мл до 40 мг/мл.

При определении ЦПД на культуру клеток экстракта сухого и его

компонентов в концентрации 20 мг/мл выявлено, что введение “Гипелива” и

солодки уральской практически не приводило к гибели культуры клеток

(таблица 3.4.2). При введении в культуру клеток сухих экстрактов гипекоума

прямого, календулы лекарственной и “Гипелива” отмечали ЦПД в пределах

10%, что свидетельствовало о слабом цитопатическом эффекте. Введение

экстракта  шлемника байкальского и гипекоума прямого оказывало более

значительное ЦПД (до 30%), выраженную токсичность  демонстрировал

сухой экстракт копеечника альпийского и гипекоума прямого.

Через 48 - 72 часа после добавления вируссодержащей жидкости на

фоне введения “Гипелива” и компонентов в концентрации 20 мг/мл выявлено

значительное уменьшение ЦПД при введении экстракта солодки уральской,

календулы лекарственной и “Гипелива”. В первые 24 часа после

инфицирования вирус в культуре клеток накапливался в незначительных

концентрациях, не вызывая выраженной деструкции клеток. Через 48 час

после инфицирования монослоя клеток эффективность подавления ЦПД при
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добавлении экстракта солодки и календулы составила 73%, “Гипелива” –

81%. Через 72 часа при использовании экстракта солодки и календулы

лекарственной подавление цитопатической активности вируса  в дальнейшем

возрастало и достигло 50%, при введении  “Гипелива” - 40%.

Таблица 3.4.2. Противовирусная  активность и цитопатогенное действие

сухого экстракта “Гипелив” и его компонентов в концентрации 20 мг/мл

Экстракты сухие ЦПД

Культура
клеток

+ сухие
экстракты

Культура клеток
+ сухие экстракты

+ вируссодержащая
жидкость

Срок 48 час Срок 72 час

Шлемник байкальский, 30% 100% 100%

Гипекоум прямой 30% 90% 100%

Календула лекарственная 10% 27% 50%

Солодка уральская 5% 27% 50%

Копеечник альпийский 50% 100% 100%

Экстракт сухой “Гипелив” 9% 19% 60%

Следовательно, одновременное изучение цитотоксических и

противовирусных свойств экстракта “Гипелив” и его компонентов позволило

установить наличие противовирусного потенциала, причём наибольшая

способность подавления ЦПД вируса выявлена у экстрактов солодки,

календулы и изучаемого экстракта.

Данные о влиянии “Гипелива” и его компонентов на культуру клеток в

концентрации 40 мг/мл позволили отнести его к малотоксичным

соединениям, ЦПД не превышал 10% (Таблица 3.4.3). При добавлении

вируссодержащей жидкости через 48 часов ЦПД составляло 90%.
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Таблица 3.4.3. Противовирусная  активность комплексного экстракта и

его компонентов  в концентрации 40 мг/мл

Сухие экстракты

ЦПД
Культура клеток

+ сухие
экстракты

Культура клеток
+ сухие экстракты

+ вируссодержащая жидкость
48 час 72 час

Шлемник байкальский, 70% 100% 100%

Гипекоум прямой 50% 100% 100%

Календула лекарственная 20% 100% 100%

Солодка уральская 20% 100% 100%

Копеечник альпийский 60% 100% 100%

Экстракт сухой “Гипелив” 20% 90% 100%

На основании полученных данных установлено, что 50%

ингибирующая концентрация экстрактов календулы лекарственной и

солодки уральской составляет 900 мкг/мл, при этом репродукция вируса

снижалась вдвое. При использовании экстракта солодки в концентрации 20

мкг/мл в первые 24 часа после инфицирования вирус в культуре клеток

накапливался в незначительных концентрациях, не вызывая значительной

деструкции клеток. Через 48 час после инфицирования монослоя клеток

эффективность подавления вируса при добавлении экстракта солодки и

календулы лекарственной составила 27%.

Таким образом, одновременное изучение цитотоксических и

противовирусных свойств экстракта “Гипелив” и его компонентов позволило

установить наличие значительного противовирусного потенциала указанных

веществ, причём наибольшая способность подавления ЦПД вируса выявлена

у экстрактов солодки и календулы и изучаемого экстракта.

3.5. Иммунномодулирующие свойства экстракта сухого “Гипелив”

Ввиду широкого распространения заболеваний печени вирусной,

аутоиммунной этиологии, в патогенезе которых существенная роль

принадлежит иммунопатологическим процессам, интерес представляет
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выявление иммуномодулирующих свойств экстракта сухого “Гипелив”

(Авдеева, 2007; Руководство …, 2012; Cunningham, 1965).

Эксперименты проведены на мышах-самцах линии F1 (СВАхС57Вl/6)

массой 18-20 г. Экстракт сухой “Гипелив” вводили опытной группе мышей на

фоне азатиоприна в дозе 100 мг/кг перорально 1 раз в сутки в течение 14 дней.

Интактная и контрольная группы животных получали воду очищенную по

аналогичной схеме. Исследования проводили на 20 день эксперимента.

Оценивали состояние клеточного, гуморального макрофагального звеньев

иммунитета.

При исследовании влияния “Гипелив” в дозе 100 мг/кг на процессы

антителообразования установлено, что данное средство восстанавливает по

казатели гуморального иммунного ответа в условиях азатиоприновой имму-

носупрессии. Введение азатиоприна приводило к снижению как абсолютного

числа АОК, так и числа АОК на 106 спленоцитов на 37% и 40%, соответ-

ственно, по сравнению с теми же показателями в интактной группе. При вве-

дении исследуемого средства на фоне иммуносупрессии наблюдали досто-

верное увеличение количества АОК как в абсолютных значениях, так и при

расчете на 106 спленоцитов в 1,5 раза по сравнению с данными в контрольной

группе (Таблица 3.5.1).

Таблица 3.5.1 - Влияние экстракта сухого “Гипелив” на антителообразование

(M±m)

Группы животных Абсолютное
число АОК на

селезенку

Число АОК на
106

спленоцитов
Интактная, n=10 46199±2203 272±22

Контрольная (азатиоприн), n=10 29328±2368* 163±10*

Опытная (азатиоприн + «Гипелив»), n=10 44066±3508** 251±7**

Примечание. Различия достоверны по сравнению с данными: * – в интактной

группе, ** – в контрольной группе при р £ 0,05; n – количество животных в

группе.
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При исследовании влияния “Гипелив” на клеточно-опосредованную

реакцию ГЗТ установлено, что испытуемое средство восстанавливает индекс

данной реакции (ИР ГЗТ) в условиях азатиоприновой иммуносупрессии.

Введение азатиоприна приводило к снижению ИР ГЗТ на 38% по

сравнению с тем же показателем в интактной группе. При введении

испытуемого средства на фоне иммунодепрессии наблюдали увеличение ИР

ГЗТ в 1,4 раза по сравнению с контролем (Таблица 3.5.2).

Таблица 3.5.2 - Влияние экстракта сухого “Гипелив” на выраженность

реакции гиперчувствительности замедленного типа (M±m)

Группы животных ИР ГЗТ,  %

Интактная, n=10 37,4±2,56

Контрольная (азатиоприн), n=10 23,3±1,84*

Опытная (азатиоприн + “Гипелив”), n=10 31,5±2,23**

При исследовании влияния “Гипелив” на фагоцитарную активность

перитонеальных макрофагов на фоне азатиоприна установлено, что данное

средство восстанавливает фагоцитарный индекс. Введение азатиоприна при-

водило к снижению фагоцитарного индекса на 51% по сравнению с тем же

показателем в интактной группе. При введении исследуемого средства

животным с иммунодефицитом наблюдали увеличение фагоцитарного

индекса в 2,1 раза по сравнению с данными в контрольной группе (таблица

3.5.3).

Таблица 3.5.3. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на фагоцитарную

активность перитонеальных макрофагов (M±m)

Группы животных Фагоцитарный индекс,
у.е. опт. пл.

Интактная, n=10 0,680±0,043

Контрольная (азатиоприн), n=10 0,332±0,026*

Опытная (азатиоприн + “Гипелив”), n=10 0,705±0,054**
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Таким образом, исследование иммуномодулирующих свойств

экстракта сухого “Гипелив” выявило его эффективность по отношению к

реакциям клеточного, гуморального и макрофагального звеньев иммунного

ответа при экспериментальном иммунодефиците, вызванном цитостатиком

азатиоприном. Сухой экстракт “Гипелив” в дозе 100 мг/кг способен

ослаблять супрессивное действие азатиоприна на клеточно-опосредованную

иммунную реакцию, антителогенез и фагоцитоз макрофагов.

3.6.  Определение антиоксидантной активности экстракта сухого

 “Гипелив”

В эксперименте показано, что экстракт сухой “Гипелив” обладает

антирадикальной активностью в отношении таких реакционно активных

молекул,  как DPPH∙,   Fe²+, О2
-. Так, концентрация «Гипелива», при которой

происходит 50% связывание DPPH-радикала (IС50) составляет 57,3 мкг/мл.

Для веществ сравнения аскорбиновой кислоты и кверцетина концентрация

полумаксимального ингибирования составила 5,2 и 8,2 мкг/мл,

соответственно.

При изучении влияния исследуемого средства на инактивацию

активных форм кислорода (О2
- и NО) и ионов Fe²+ установлено, что экстракт

проявляет выраженную Fe²+-хелатирующую активность (IС50 = 128,0 мкг/мл)

(Таблица 3.6.1), сопоставимую с таковой препарата сравнения аскорбиновой

кислотой (IС50 = 143,0 мкг/мл). “Гипелив” характеризуется О2
-- связывающей

активностью (IС50 = 71,1 мкг/мл), превосходящей таковую активность

кверцетина и рутина.
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Таблица 3.6.1. Антиоксидантная активность экстракта сухого “Гипелив”

в модельных системах in vitro (IС50 мкг/мл) (M±m)

Объект Реакционно-активные молекулы

DPPH˙ Fe²+ О2
- МБС-ЖЛП

“Гипелив” 57,3±3,21 128,0±7,43 71,1±3,32 92,0±5,07

АК 5,2±0,23 143,0±5,22 0,25±0,02 12,0±1,11

Кверцетин 8,2±0,34 >5000 32,0±1,12 62,0±2,33

Рутин 15,3±0,54 >5000 2,5±0,11 44,2±2,10

Как следует из данных, приведенных в таблице 3.6.1, экстракт сухой

“Гипелив” проявляет выраженные антиоксидантные и антирадикальные

свойства, ингибируя деградацию липопротеидов при металлкатализируемом

окислении (IC50=92,0 мкг/мл), защищая тем самым желточные липопротеиды

от перекисного окисления.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют об

антиоксидантной активности экстракта сухого “Гипелив” в модельных

системах in vitro. Кроме того, исследуемый экстракт эффективно защищает

биологический субстрат от перекисного окисления липидов в условиях in

vitro. Данный эффект обусловлен наличием в его составе преимущественно

флавоноидов (байкалина до 1.85%, рутина, изорамнетина), ксантонов

(мангиферина до 0.68%), глицирризиновой кислоты (2.06%,), алкалоидов и

других представителей фенольных соединений и полисахаридов

(Растительные ресурсы…,  1985).

3.7. Определение мембраностабилизирующей активности

экстракта сухого  “Гипелив”

В результате проведенных исследований установлено, что “Гипелив”

обладает выраженной мембраностабилизирующей активностью в условиях in

vitro (Таблица 3.7.1).
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Таблица 3.7.1. Мембраностабилизирующая активность экстракта  сухого

“Гипелив” в модельной системе in vitro (M±m)

Условия опыта Концентрация

экстракта

сухого, мкг/мл

Перекисный

гемолиз, %

Осмотический

гемолиз, %

Контроль (Er/m) - 100 100

Опыт

(Er/m+ “Гипелив”)

1000,0 20,3±1,10 9,3±0,32

100,0 32,1±2,14 21,1±1,14

10,0 50,6±3,11 43,5±2,12

1,0 67,5±2,20 58,3±3,12

0,1 83,4±6,15 73,2±5,21

IC50, мкг/мл 13,1±1,14 5,7±0,32

Как следует из данных, приведенных в таблице 3.7.1, внесение

испытуемого экстракта в инкубационную среду способствовало снижению

интенсивности процесса ПОЛ, индуцированного реактивом Фентона. По-

видимому, исследуемый экстракт оказывал прямое антирадикальное

действие, способствовал стабилизации биологических мембран.

Концентрация фитосредства вызывающая 50% ингибирование процесса

перекисного гемолиза (IC50) составила 13,1 мкг/мл. Кроме того, БАВ

экстракта сухого “Гипелив” при взаимодействии с плазматической

мембраной эритроцитов способствовали снижению её проницаемости в

гипотонических условиях, что выражается в снижении интенсивности

осмотического гемолиза (IC50=5,7 мкг/мл). Известно, что в компонентах

экстракта “Гипелив” содержатся БАВ (флавоноиды, дубильные вещества,

полифенольные соединения, фенолкарбоновые кислоты и др.), которые при

свободно-радикальных реакциях вызывают образование феноксильных

радикалов; обладают способностью хелатировать ионы металлов переменной

валентности, связывают •OH  и O2
•- молекул, а также способствуют
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стабилизации и восстановлению структурно-функциональной целостности

плазматической мембраны (Азам и др., 2009).

Таким образом, изучаемый экстракт сухой “Гипелив” является

относительно безвредным веществом, снижает выраженность процесса

перекисного окисления липидов, способствует стабилизации и

восстановлению структурно-функциональной целостности плазматической

мембраны гепатоцитов. “Гипелив” обладает выраженной

противовоспалительной, иммуномодулирующей и желчегонной

активностью,  па также противовирусным эффектом.
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ГЛАВА 4. ФАРМАКОТЕРАПЕВТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ

ЭКСТРАКТА СУХОГО  “ГИПЕЛИВ” ПРИ ПОВРЕЖДЕНИИ ПЕЧЕНИ,

ВЫЗВАННОМ ВВЕДЕНИЕМ ЧЕТЫРЁХХЛОРИСТОГО УГЛЕРОДА

Исследования проводили на 240 белых крысах линии Wistar обоего

пола с исходной массой 160-180 г. Животные были разделены на следующие

группы: интактные крысы; контрольные животные с СС14-гепатитом; 4

опытные группы крыс с СС14-гепатитом, получавшие экстракт сухой

“Гипелив” в экспериментально-терапевтических дозах: 100, 200 и 300 мг/кг,

группа, которой вводили референтный гепатопротетор карсил. Животные

контрольной и интактной групп получали эквиобъёмное количество воды

очищенной по аналогичной схеме. Фармакотерапевтическую эффективность

экстракта “Гипелив” определяли на основе оценки функционального

состояния печени по данным биохимических исследований, особенностей

холереза и морфологических изменений через 7, 14 суток с начала

эксперимента. В данные сроки наблюдения животных декапитировали под

эфирным наркозом для проведения патоморфологических исследований

печени3.

"Классическая" модель острого повреждения печени, вызванная

введением тетрахлорметана, позволяет воспроизвести основные

патогенетические синдромы и патоморфологические изменения,

индуцированные образованием свободнорадикальных метаболитов

(Венгеровский и др., 2012). При СС14-гепатите в ранние сроки опыта

отчётливо страдало общее состояние экспериментальных животных,

уменьшалась масса на 5-7% по сравнению с интактными крысами, снижалась

двигательная активность. Биохимические показатели сыворотки крови

опытных животных (Таблицы 4.1 - 4.7) отражали значительные изменения

3 Исследования проведены при консультации д.б.н., старшего научного сотрудника лаборатории

безопасности биологически активных веществ ИОЭБ СО РАН Разуваевой Я.Г.
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состояния печени при СС14-гепатите по сравнению с интактными

животными.

В контрольной группе животных на 7 сутки эксперимента при СС14-

гепатите отмечалось активация ПОЛ с повышением содержания МДА в

гомогенате печени в 2,9 раза по сравнению с интактной группой.

Интенсификация процесса СРО при введении тетрахлорметана вызывает

мобилизацию АОС организма в начальные сроки исследования. В связи с

этим активность каталазы и содержание ВГ снижается на 10 и 18%

соответственно по сравнению с интактными животными (Таблица 4.1).

На 7 сутки эксперимента в первой и второй опытных группах

отмечалось снижение содержания МДА в ткани печени на 20 и 14%

соответственно по сравнению с данными контрольной группы. Более

выраженное снижение МДА в I опытной группе обусловлено тем, что

введение “Гипелива” в дозе 100 мг/кг в значительной степени

способствовало повышению активности эндогенной АОС организма.

Активность каталазы повышалась и превосходила таковую интактной

группы животных. Таким образом, исследуемый экстракт способствует

сохранению и поддержанию активности эндогенных ферментов АОС при

СС14 - гепатите у белых крыс. Содержание ВГ и активность ГП повышались

в 1,2 и 1,4 раза соответственно по сравнению с данными животных

контрольной группы. Действие исследуемого экстракта в указанной дозе

было сопоставимо с таковым референтного препарата.

В эксперименте установлено, что токсическое повреждение печени

ССl4 сопровождалось нарушением энергетического обмена гепатоцитов. Так,

на 7 сутки исследования в контрольной группе животных отмечалось

снижение содержания АТФ в 4,0 раза по сравнению с данными интактной

группы (Таблица 4.2). Кроме того, повышалось содержание МК в 2,7 раза, а

также отмечалось снижение содержания ПВК в 1,3 раза. При этом

соотношение МК/ПВК в контрольной группе составило 38/1, против 11/1 в
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интактной группе, что свидетельствовало о преобладании анаэробного

распада глюкозы и усилении глюконеогенеза (Таблица 4.2).

Таблица 4.1. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на интенсивность процесса

перекисного окисления липидов и состояние антиоксидантной системы в

печени белых крыс при токсическом гепатите ( M±m)

Группы животных
Показатели

МДА,
мкмоль/
г ткани

Каталаза,
ммоль/мин/

г ткани

ВГ,
мкмоль/
мг белка

ГП,
нмоль/
мин/

мг белка
Интактная (Н2О), n=10, 6,1±0,32 132,0±9,81 51,3±2,42 72,5±3,15

7 сутки
Контрольная
(CCl4 +H2O), n=8

17,7±1,22 125,1±9,32 41,7±2,22 37,3±2,10

Опытная I (CCl4 +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

14,2±1,16* 138,2±7,44* 48,2±2,14* 52,1±2,14*

Опытная II (CCl4 +
“Гипелив”,  200 мг/кг), n=8

15,1±1,21* 133,4±10,30* 44,5±2,40* 39,5±3,10*

Опытная III (CCl4 +
“Гипелив”  300 мг/кг), n=8

16,3±1,12* 123,2±7,12* 39,2±2,51* 39,1±2,72*

Опытная IV (CCl4 +
карсил), n=8

15,6±1,20* 140,2±9,25* 45,53±3,11
*

47,6±3,12*

14 сутки
Контрольная
(CCl4 +H2O), n=8

18,3±1,21 91,3±3,23 35,1±1,13 47,2±3,11

Опытная I  (CCl4 +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

9,7±0,53* 125,1±5,72* 50,1±3,12* 66,5±4,15*

Опытная II (CCl4 +
“Гипелив”,  200 мг/кг), n=8

11,2±0,87* 112,4±10,22* 42,4±2,52* 57,6±4,05*

Опытная III (CCl4 +
“Гипелив”  300 мг/кг), n=8

13,1±1,10* 103,2±9,44* 41,0±2,23* 53,3±3,31*

Опытная IV (CCl4 +
карсил), n=8

10,5±0,87* 125,7±8,32* 47,6±3,34* 61,2±3,24*

Примечание: *  - здесь и далее различия значимы по сравнению с

контролем (p˂ 0,05).
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При введении исследуемого экстракта в дозах 200 и 300 мг/кг в

течении 7 дней, отмечали достоверное повышение концентрации АТФ в 1,5

раза и снижение содержания МК в среднем на 15% по сравнению с данными

контрольной группы. Отношение МК/ПВК достигало в этих группах 30/1 и

35/1 соответственно по сравнению с 38/1 в контроле. Эффективность

экстракта сухого “Гипелив” в дозах 200 и 300 мг/кг была ниже таковой

препарата сравнения карсил в указанный срок исследования.

Таблица 4.2. Влияние экстракта “Гипелив” на показатели энергетического

метаболизма в печени белых крыс при СС14-гепатите (M±m)

Группа животных
Показатели

ATФ,
мкмоль/г

ткани

МК,
мкмоль/г

ткани

ПВК,
мкмоль/г

ткани
Интактная (Н2О), n=8 3,8±0,15 2,7±0,15 0,25±0,011

7 сутки
Контрольная (ССl4+H2O), n=8 0,95±0,03 7,3±0,36 0,19±0,010

Опытная I
(ССl4+ “Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

1,7±0,10* 5,8±0,42* 0,22±0,015*

Опытная II
(ССl4+ “Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

1,5±0,11* 6,3±0,43* 0,21±0,011*

Опытная III
(ССl4+ “Гипелив”, 300 мг/кг), n=8

1,4±0,10* 6,7±0,35* 0,19±0,009*

Опытная IV (ССl4+ карсил), n=8 2,0±0,15* 5,6±0,21* 0,23±0,017*
14 сутки

Контрольная (ССl4+H2O), n=8 1,3±0,08 5,7±0,30 0,20±0,016
Опытная I

(ССl4+ “Гипелив”, 100 мг/кг), n=8
2,7±0,21* 3,4±0,22* 0,24±0,019*

Опытная II
(ССl4+ “Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

1,9±0,12* 3,9±0,15* 0,22±0,020*

Опытная III
(ССl4+ “Гипелив”, 300 мг/кг), n=8

1,6±0,14* 4,4±0,31* 0,21±0,017*

Опытная IV, (ССl4+ карсил), n=8 2,5±0,11* 3,7±0,20* 0,23±0,019*

Таким образом, установлено, что введение “Гипелива” в исследуемых

дозах оказывает энергопротективное действие при токсическом повреждении

печени.
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На 7 сутки наблюдения в контрольной группе крыс наблюдали

достоверное повышение активности АЛТ и АСТ, отражающее развитие

синдрома цитолиза на протяжении всего опыта (Таблица 4.3., 4.6.).

Применение “Гипелива” в дозе 100 мг/кг в первой опытной группе,

приводило к снижению активности АЛТ на 19-20% по сравнению с данными

контрольных крыс. Сходные изменения отмечали во второй и третьей

группах белых крыс, получавших “Гипелив” соответственно в дозах 200 и

300 мг/кг (Таблица 4.3). При использовании референтного  гепатопротектора

карсила на 7 сутки наблюдали уменьшение активности АЛТ на 9,5% по

сравнению с данными контрольных крыс. Снижение активности АСТ при

использовании “Гипелива” в дозе 100 мг/кг подтверждало уменьшение

степени цитолитического процесса на 18-19%, в то время как в группе

сравнения при использовании карсила снижение активности данного

фермента  составило 9,2%.

Комплексная оценка изменений показателей активности ЩФ, ГГТП и

содержания общего холестерина в сыворотке крови контрольной группы

животных при СС14-гепатите указывала на развитие выраженного синдрома

холестаза, сохраняющегося в течение продолжительного периода. При

введении животным исследуемого экстракта в дозе 100 мг/кг отмечали

значительное снижение холестаза у 6 из 8 крыс, уровень холестерина в

сыворотке крови уменьшался на 20,5%, активность ГГТП − на 18%, ЩФ – на

19% по сравнению с данными контрольных животных (Таблица 4.3).

Повышение дозы “Гипелива” до 200 и 300 мг/кг не приводило к

существенным отличиям выраженности синдрома холестаза при СС14-

гепатите. В группе сравнения в данный срок наблюдения на фоне введения

карсила снижение активности ГГТП и ЩФ составило 13%, содержание

общего холестерина уменьшилось в сыворотке крови на 14%, причём

полученные отличия недостоверны.

Несмотря на то, что обычно у белых крыс показатель общего белка

повышен за счёт увеличения фракции альбуминов (Абдрашова и др., 2013),



Таблица 4.3.  Влияние экстракта сухого “Гипелива”  на динамику биохимических показателей белых крыс при

СС14-гепатите, 7 сутки  наблюдения (M ± m)

Показатель Интакт
ная

группа
(Н2О),

n=8

Группы животных  с ССl4- гепатитом
Контрольная
группа:  (ССl4
+  Н2О), n=8

Опытная I
(ССl4 +

“Гипелив”
100 мг/кг), n=8

Опытная II
(ССl4 +

“Гипелив”
200 мг/кг), n=8

Опытная III
(ССl4 +

“Гипелив”
300 мг/кг), n=8

Опытная IV
(ССl4 +

карсил 200
мг/кг), n=8

АЛТ, ед/л 63,8±3,7 216,7±15,1 173,5±8,2 171,0±9,1 169,2±10,3* 195,3±22,5

АСТ, ед/л 56,5±6,3 259,3±14,3 207,3±12,3* 204,5±14,7* 209,0±11,3* 230±19,7

Щелочная  фосфа-
таза (ЩФ), ед/л

318 ±17,9 789,8±45 643±35* 641±34* 638±37* 688.3±72

ГГТП, ед/л 7,13±0,32 29,6±1,9 23,8±1,3* 24.1±1,4* 22,1±1,5* 25,8±1,7

Альбумины, г/л 42,5±3,7 32,54±1,75 38,61±1,95* 39,57±2,1* 39,71±2,08* 36,14±2,11

Общий белок. г/л 70,65±3,9 69,32±2,8 69,2±4,9 67,76±4,7 68,80±2,1 69,78±5,1

Глобулины, г/л 32,52±3,6 36,78±1,9 30,29±2,0* 28,19±1,6* 29,19±2,3* 33,64±2,8

Холестерин,
ммоль/л

1,81±0,13 3,53±0,23 2,84±0,14* 2,82±0,13* 2,81±0,15* 3,07±0,27

ЛПВП, ммоль/л 1,13±0,09 0, 85±0,05 1,02±0,05* 1,04±0,06* 1,02±0,04* 0,94±0,09

ЛПНП, ммоль/л 1,51±0,11 4,64±0,24 3,37±0,13* 3,31±0,14* 3,30±0,15* 4,11±0,26

Тригицериды, (ТГ),

ммоль/л

0,89±0,08 1,96±0,11 1,54±0,13* 1,53±0,12* 1,51±0,11* 1,78±0,21



формирование тетрахлорметанового гепатита и снижение функциональных

возможностей гепатоцитов сопровождалось отчётливой гипоальбуминемией.

На 7 сутки эксперимента при СС14-гепатите в группе животных,

получавших “Гипелив” в дозе 100, 200 и 300 мг/кг, отмечалось достоверное

повышение содержания альбуминов на 21% и выше. В группе сравнения у

белых крыс, получавших референтный гепатопротектор при СС14-гепатите,

повышение уровня альбуминов составило 10%. Содержание общего белка в

опытных группах животных при СС14-гепатите по сравнению с интактными

крысами существенно не менялось вследствие сочетания гипоальбуминемии

с повышением уровня глобулинов на фоне развития мезенхимально-

воспалительной реакции. При введении “Гипелива” белым крысам с СС14-

гепатитом в дозе 100, 200 и 300 мг/кг выявлено снижение уровня глобулинов

на 17-21%, что свидетельствует о достоверном уменьшении интенсивности

мезенхимально-воспалительной реакции. При использовании референтного

гепатопротектора у животных в этот срок наблюдения отмечалось снижение

содержания глобулинов на 9% по сравнению с данными контрольной группы

крыс.

Ввиду наличия у крыс особых α- и β-мурихолевой кислот,

способствующих быстрому выведению холестерина из организма

(Абдрашова и др., 2013), все показатели липидного обмена в крови белых

крыс несколько ниже, чем у человека. При моделировании СС14-гепатита у

белых крыс контрольной группы выявлялись нарушения липидного обмена:

существенное возрастание содержания общего холестерина, ТГ и уровня

ЛПНП по сравнению с данными интактных животных. Нарушения

липидного обмена при СС14-гепатите сопровождалось снижением

содержания липопротеидов высокой плотности (ЛПВП). На седьмые сутки

опыта при использовании “Гипелива” в дозе 100 мг/кг отмечалось

уменьшение содержания холестерина и ТГ на 19-24% соответственно по

сравнению с контролем. Во II и III опытных группах белых крыс,

получавших “Гипелив” в дозе 200 и 300 мг/кг, снижение ТГ составило 20% и
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выше. При этом у экспериментальных животных определялось достоверное

снижение уровня ЛПНП. При введении карсила при СС14-гепатите

отмечалась тенденция к снижению холестерина и ЛПНП и повышение

уровня ЛПВП на 8-10%, но достоверного отличия показателей в данный срок

наблюдения не было выявлено. Применение исследуемого экстракта

“Гипелив” во всех исследуемых дозах (Таблица 4.3) способствовало

достоверному увеличению содержания ЛПВП, в среднем на 21% и выше по

сравнению с показателями животных контрольной группы.

Таким образом, на седьмые сутки наблюдения при ССl4-гепатите при

введении “Гипелива” достоверно уменьшалась степень нарушения

липидного обмена, связанная с повышением содержания триацилглицеридов,

ЛПНП, холестерина и снижением ЛПВП.

При определении изменений холеретической реакции при СС14-

гепатите на 7 сутки опыта выявлено, что введение референтного

гепатопротектора сопровождалось отчётливым холеретическим эффектом с

возрастанием скорости секреции желчи на 19-23%, увеличением общего

количества желчи и концентрации желчных кислот. В данные сроки введе-

Таблица 4.4. Влияние “Гипелива” на скорость секреции желчи у белых крыс

при СС14- гепатите на седьмые сутки эксперимента (M±m)

Группы животных Скорость секреции желчи в течении 4
часов мг/мин на 100 г

1-й час 2-й час 3-й час 4-й час
Контрольная  (ССl4 + Н2О),  n=8 5,5±0,1 5,5±0,2 5,2±0,3 5.0±0,3
Опытная I (ССl4 +“Гипелив”,  100
мг/кг),  n=8

6,8±0,1* 6,4±0,1* 6,1±0,3 5,7±0,3

Опытная II (ССl4 +“Гипелив”, 200
мг/кг), n=8

7,1±0,3* 6,8±0,1 * 6,2±0,2* 5,9±0,2*

Опытная III (ССl4 + “Гипелив”,
300 мг/кг), n=8

5,4±0,3 5,9±0,3 * 5,8±0,4* 5,1±0,3 *

Опытная IV (ССl4 + карсил, 200
мг/кг), n=8

6,8±0,4* 6,8±0,4* 6,2±0,3 6.1±0,4
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ние “Гипелива” в I и II опытных группах крыс в дозах 100 и 200 мг/кг крысам

с СС14-гепатитом вызвало стимуляцию холереза с повышением скорости

секреции желчи на 14-23% и увеличением общего количества желчи. При

этом концентрация желчных кислот не возрастала по сравнению с

контрольной группой крыс. На фоне введения “Гипелива” в дозе 300 мг/кг у

белых крыс в III опытной группе скорость секреции желчи на 1-й и 4-й час

опыта не менялась по сравнению с данными контроля, а на 2 и 3 часы

повышалась на 7% и 12%, соответственно со снижением концентрации

желчных кислот на 49% (Таблицы 4.4-4.5).

Следовательно, изучаемый экстракт “Гипелив” в дозе 100-200 мг/кг

при CCl4-гепатите на 7 сутки опыта оказывает холеретическое воздействие,

сопоставимое с эффектом референтного препарата карсила. При этом

влияния “Гипелива” на концентрацию желчных кислот  в отделяемой желчи

не отмечалось. Применение “Гипелива” в дозе 300 мг/кг вызывало у

экспериментальных животных снижение холереза (Таблица 4.5).

Таблица 4.5. Влияние “Гипелива” на общее количество и биохимический

состав желчи у белых крыс при СС14-гепатите на седьмые сутки

эксперимента

Группы животных Общее
количество
желчи за 1-4
часа опыта

Желчн
ые
кислот
ы

Билиру
бин

Холесте
рин

мг/100 г мг %
Контроль (ССl4+Н2О),  n=8 1272 ±50,3 826,5 20,0 93,2
Опытная I, (ССl4+ “Гипелив”,
100 мг/кг),  n=8

1500 ±34,8* 815,1 24,0 95,8

Опытная II, (ССl4 +“Гипелив”,
200 мг/кг), n=8

1560 ±36,5* 876,6 23,0 92,6

Опытная III, (ССl4+ “Гипелив”,
300 мг/кг), n=8

996 ±58,2* 416,1 19,0 61,6

Опытная IV, (ССl4 +карсил, 200
мг/кг), n=8

1554 ±84,0* 986,1 22,0 120,4
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Патоморфологические исследования показали, что в паренхиме печени

животных контрольной группы на 7 сутки наблюдения развиваются

структурные изменения, характерные для четырёххлористого гепатита –

жировая и гидропическая дистрофия гепатоцитов главным образом третьей

зоны ацинуса (Рисунок 4.1-4.4). Жировая дистрофия у всех животных

контрольной группы носила диффузный характер. Стеатоз распространялся

на всю печеночную дольку или занимал 2/3 печеночной балки. В единичных

случаях наблюдались области, в которых гепатоциты с жировой дистрофией

располагались по периферии долек, в результате чего содержание липидов в

паренхиме печени по данным морфометрии составило 4,8±0,10 балла

(Таблица 4.6). В большинстве случаев в гепатоцитах наблюдали средне- и

крупнокапельную жировую дистрофию; локально встречались

«перстневидные гепатоциты», содержащие в цитоплазме одну крупную

жировую вакуоль, отодвигающую ядро и органеллы на периферию клетки.

У трёх животных контрольной группы в сочетании с крупнокапельной

жировой дистрофией печёночных клеток отмечались массивные

центролобулярные очаги выраженной гидропической дистрофии. Данные

клетки были увеличены в объёме, цитоплазма – заполнена вакуолями, ядро –

пикнотично. В значительном количестве наблюдали «баллонные» клетки

(конечная форма гидропической дистрофии), напоминающие заполненные

жидкостью баллоны, в центре которых располагается сморщенное ядро.

Данные клетки встречались не только единично, но и образовывали

скопления, что, в конечном итоге, служит проявлением фокального

колликвационного некроза. На фоне выраженных очагово-диффузной

жировой и гидропической дистрофии балочно-радиальное строение долек

печени у контрольных животных было стёрто.

На фоне дистрофических и некротических процессов в паренхиме

печени развивались экссудативные проявления, в основе которых лежат

реакции со стороны микроциркуляторного русла. Отмечали выраженный

перипортальный отек стромы, неравномерное расширение и
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кровенаполнение синусоидальных пространств. Наблюдали в различной

степени выраженные изменения состояния центральных вен: от пустых

просветов до выраженного полнокровия. В венах портального тракта и

синусоидальных капиллярах выявляли стаз эритроцитов и лейкоцитов, с

диапедезом последних в строму печени.

Таблица 4.6. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на содержание липидов в

паренхиме печени белых крыс при четырёххлористом гепатите, 7 сутки

наблюдения (M±m)

Группы животных Содержание
липидов, баллы

Контрольная (ССl4 + Н2О),  n=8 4,8±0,10
Опытная I (ССl4+ “Гипелив”, 100 мг/кг) ,  n=8 3,3±0,17*
Опытная II (ССl4+“Гипелив”, 200 мг/кг) ,  n=8 3,6±0,16*
Опытная III (ССl4+“Гипелив”, 300 мг/кг) ,  n=8 3,9±0,13*
Опытная IV (ССl4+карсил, 200 мг/кг),   n=8 3,3±0,17*

Рисунок 4.1. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Крупно- и среднекапельная диффузная
жировая дистрофия паренхимы. Балочно-радиальное строение стёрто.
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Диапедез форменных элементов. Окраска гематоксилином и эозином.
Увеличение 10х10.

Рисунок 4.2. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Крупно- и средне- и мелкокапельная

диффузная жировая дистрофия паренхимы. Балочно-радиальное строение
стерто. Отек периваскулярной стромы. Венозно-капиллярный эритростаз.

Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х10.

Рисунок 4.3. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Гидропическая дистрофия гепатоцитов.
Колликвационный некроз. Окраска Окраска гематоксилином и эозином.

Увеличение 10х10.
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Рисунок 4.4. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы (А); печень животных, получавших

“Гипелив”, в дозе 100 мг/кг (Б), печень животных, получавших “Гипелив”
в дозе 200 мг/кг (В), печень животных, получавших “Гипелив” в дозе 300

мг/кг (Г); печень животных, получавших карсил в дозе 200 мг/кг (Д).
Окраска суданом IV. Увеличение 10х5.

У животных опытных групп, получавших “Гипелив”, в диапазоне доз

100-300 мг/кг, а также референтный препарат карсил в дозе 200 мг/кг

(Рисунок 4.5. - 4.8.), в данные сроки наблюдения в паренхиме печени

отсутствовали клетки с гидропической дистрофией. В большинстве случаев

наблюдали мелко- и среднекапельную жировую дистрофию гепатоцитов.

При этом, в отличие от контрольной группы, стеатоз не носил тотальный

характер и в редких случаях распространялся на всю дольку печени (Рисунок

4.4). Данные морфометрических исследований показали (таблица 4.6.), что у

животных, получавших “Гипелив” в дозах 200 и 300 мг/кг, степень стеатоза

была на 25% и 19% меньше, чем у животных контрольной группы. Наиболее

выраженное гепатопротективное действие, аналогичное препарату

сравнения, “Гипелив” проявлял в дозе 100 мг/кг, снижая степень жирового

гепатоза на 33% относительно показателя контрольных животных. В

большинстве случаев в печени животных опытных групп наблюдался только

моноцеллюлярный некроз гепатоцитов, крупных очагов выявлено не было.

Балочно-радиальное строение долек прослеживалось.
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На фоне введения исследуемого экстракта и референтного препарата

карсил не отмечался выраженный отёк стромы печени, нарушения со

стороны микроциркуляции носили умеренно выраженный характер.

Наблюдался венозно-капиллярный эритростаз, кровенаполнение

центральных вен, без их дилатации. Отдельные синусоидные капилляры

были слабо расширены, и инфильтрированы лимфогистиоцитарными

клетками.

На 14 сутки эксперимента при СС14-гепатите можно отметить

улучшение состояния опытных животных с повышением их двигательной

активности, увеличением массы на 15-20 г при незначительном отставании

от показателей интактной группы. В тот срок наблюдения у животных

контрольной группы сохраняется дисбаланс между про- и антиоксидантной

системами (Таблица 4.1).

Рисунок 4.5. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 100 мг/кг. Мелко- и

среднекапельная дистрофия гепатоцитов. Капилляро-венозный эритростаз.
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х10.
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Рисунок 4.6. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших “Гипелив” в дозе 200 мг/кг. Мелко- и

среднекапельная дистрофия гепатоцитов. Кровенаполнение вен. Окраска
гематоксилином и эозином.  Увеличение 10х10.

Рисунок 4.7. Четырёххлористый гепатит. 7 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших карсил в дозе 200 мг/кг. Мелко- и среднекапельная

дистрофия гепатоцитов. Умеренное расширение синусоидальных
пространств и их лимфогистиоцитарная инфильтрация. Окраска

гематоксилином и эозином.  Увеличение 10х10.
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Содержание МДА в гомогенате печени возрастало в 3 раза; активность

каталазы и содержание ВГ снижается в среднем на  31%, а активность ГП – в

1,6 раза по сравнению с данными в интактной группе животных (Таблица

5.1). Таким образом, на 14 сутки эксперимента у животных контрольной

группы отмечалось истощение резерва эндогенной антиоксидантной

системы.

 Введение животным “Гипелива” в дозах 100, 200 и 300 мг/кг

способствовало снижению выраженности окислительного стресса, что

выражается в снижении интенсивности процесса ПОЛ и повышении

активности АОС (Таблица 4.1). На 14 сутки исследования введение

животным экстракта “Гипелив” в дозе 100 мг/кг, способствовало снижению

МДА в 1,9 раза; повышению активности ферментов антиоксидантной

системы – каталазы и ГП на 32% и 39% соответственно по сравнению с

данными в контрольной группе животных в аналогичный срок исследования

(Таблица 4.1). Изучаемый экстракт в дозе 100 мг/кг при токсическом

гепатите оказывал выраженное антиоксидантное действие, превосходившее

таковое препарата сравнения.

На 14 сутки эксперимента отмечалось незначительное восстановление

энергетического статуса организма у белых крыс контрольной группы, что

вероятно обусловлено эндогенным резервом АОС организма. Тем не менее,

исследуемые показатели у животных в контроле были далеки от уровня

физиологической нормы (Таблица 4.2.).

Введение животным экстракта “Гипелив” в дозе 100 мг/кг оказывало

более выраженное энергопротективное действие, превосходящее таковое

препарата сравнения. Содержание АТФ и ПВК в гомогенате печени

повышалось в 2,1 и 1,2 раза, Концентрация МК снижалась в 1,7 раза по

сравнению с данными в контрольной группе животных. На 14 сутки опыта

влияние “Гипелива” в дозах 200 и 300 мг/кг на энергетический статус

организма белых крыс было менее выражено и не достигало показателей

животных опытной группы получавших карсил.
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Результаты биохимических исследований при тетрахлорметановом

гепатите в контрольной и опытных группах свидетельствовали об

уменьшении проявлений патогенетичнских синдромов цитолиза и холестаза

на 14 сутки эксперимента (Таблица 4.7).

В данный срок наблюдения при токсическом гепатите при введении

исследуемого экстракта “Гипелив” в первой опытной группе белых крыс

активность АЛТ и АСТ, снижались на 24% и более по сравнению с данными

контрольной группы животных, указывая на значительную степень

уменьшения цитолиза. При повышении дозы исследуемого экстракта до 200

и 300 мг/кг, гепатопротективный эффект существенно не нарастал. В группе

сравнения у животных, получавших референтный препарат в тот период

наблюдения активность АЛТ и АСТ, достоверно снижалась, но в меньшей

степени, чем при введении экстракта “Гипелив”.

На 14 сутки эксперимента холестаз у животных контрольной группы

сохранялся в большей мере, чем цитолитические проявления. На фоне

введения “Гипелива” в дозах 100, 200 и 300 мг/кг показатели содержания

холестерина, активности ЩФ и ГГТП снижались в большей мере, чем при

использовании эталонного гепатопротектора (Таблица 4.7). Уменьшение

степени холестаза у белых крыс, получавших “Гипелив” в дозе 100 мг/кг в

данные сроки наблюдения составило 18,8% по сравнению с контрольной

группой. Комплексная оценка показателей, характеризующих холестаз, в

группе сравнения, получавшей карсил, позволила выявить тенденцию к

снижению, но достоверных отличий выявлено не было (Таблица 4.7).

В указанный срок наблюдения введение изучаемого экстракта белым

крысам в дозе 100 мг/кг способствовало достоверному уменьшению

гипоальбуминемии по сравнению с уровнем животных контрольной группы.

Наряду с этим у животных данной опытной группы сохранялась тенденция к

снижению содержания глобулинов.



Таблица 4.7. Влияние кстракта сухого “Гипелив” на динамику биохимических показателей белых крыс при

СС14-гепатите, 14 сутки наблюдения (M ± m)

Показатель Интактные
группа,
(Н2О)
n=8

Опытные группы животных  с ССl4- гепатитом
Контроль -
ная группа

(ССl4 +
Н2О, n=8

Опытная I
(ССl4 +

“Гипелив”
100 мг/кг), n=8

Опытная II
(ССl4 +

“Гипелив”
200 мг/кг), n=8

Опытная III
(ССl4 +

“Гипелив”
300 мг/кг), n=8

Опытная IV
(ССl4 +

карсил, 200
мг/кг), n=8

АЛТ, ед/л 63,8±3,7 156,5±7,4 119,3±7,9* 116,8±7,5* 118,3±8,7* 132,7±6,2*

АСТ, ед/л 56,5±6,3 182,0±9,2 133,4±9,3* 128,0±9,5* 127,8±10,4* 147,2±8,7*

ЩФ, ед/л 318 ±17,9 576±31 442±29* 437±36* 440±31* 483±32
ГГТП ед/л 7,13±0,32 18,7±1,1 13,7±1,2* 13,7±1,3* 14,1±1,5* 15,6±1,7

Общий белок. г/л 70,65±3,9 63,83±6,1 66,50±3,8 67,06±5,31 68,01±3,35 65,68±4,3

Альбумины, г/л 42,5±3,8 34,22±1,78 40,81±2,13* 40,81±2,10* 40,92±2,31* 37,82±3,4

Глобулины, г/л 32,52±3,6 29,61±1,8 25,69±1,7 26,31±2,3 27,09±1,9 27,86±2,4

Холестерин, ммоль/л 1,81±0,13 2,73±0,12 2,21±0,11* 2,14±0,14* 2,16±0,17* 2,34±0,16

ЛПВП, ммоль/л 1,13±0,09 0, 93±0,05 1,14±0,05* 1,16±0,07* 1,12±0,05* 0,99±0,09

ЛПНП, ммоль/л 1,51±0,11 3,37±0,12 2,24±0,12* 2,12±0,14* 2,19±0,14* 2,73±0,15

Триглицериды (ТГ),

ммоль/.л

0,89±0,08 1,57±0,14 1,17±0,11* 1,14±0,12* 1,15±0,11* 1,38±0,13



В данный срок наблюдения у животных контрольной группы

сохранялись отчётливые нарушения липидного обмена. При введении

опытным животным “Гипелива” в дозах 100, 200 и 300 мг/кг выявлялось

достоверное снижение содержания триглицеридов на 26-27%, уменьшение

ЛПНП на 34-37% по сравнению с показателями животных контрольной

группы. Содержание ЛПВП при этом значительно возрастало и

приближалось к уровню показателей интактных крыс. В группе крыс,

получавших карсил, наблюдалась положительная динамика в изменении

показателей, характеризующих липидный обмен, но достоверных отличий по

сравнению с данными контрольной группы выявить не удалось.

 При определении особенностей холереза при ССl4-гепатите на 14

сутки опыта при курсовом введении животным I и II опытных групп

“Гипелива” в дозе 100 мг/кг - 200 мг/кг установлено усиление холереза с

повышением скорости секреции желчи на 30%, а также увеличение

количества отделяемой желчи со значительным возрастанием концентрации

желчных кислот. В данные сроки наблюдения на фоне введения

референтного гепатопротектора установлено повышение скорости секреции

желчи, на 17-20%, увеличение количества отделяемой желчи и повышение

концентрации желчных кислот на 4,7% (Таблицы 4.8-4.9).

Введение животным экстракта “Гипелив” в дозах 100 и 200 мг/кг

способствовало повышению концентрация желчных кислот на 16% и 22% по

сравнению с контрольной группой. При повышении дозы “Гипелива” до 300

мг/кг у белых крыс III опытной группы наблюдалось угнетение скорости

секреции желчи на 13% и 6% в 1-й и 2-й часы опыта, снижение количества

отделяемой желчи на 29,3% и уменьшение концентрации желчных кислот на

42% в отделяемой желчи по сравнению с контрольной группой.
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Таблица 4.8. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на скорость секреции

желчи у белых  крыс при CCl4- гепатите на 14-е сутки наблюдения (M±m)

Условия опыта
Скорость секреции желчи в течении 4  часов

мг/мин на 100 г
1 час 2 час 3 час 4 час

Контроль(ССl4+Н2О), n=8 6,2±0,2 6,3±0,2 5,7±0,1 5,3±0,2
Опытная I (ССl4 +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

7,8±0,5* 7,5±0,5* 6,8±0,4* 6,2±0,2*

Опытная II (ССl4 +
“Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

8,1±0,1* 7,7±0,1 * 7,2±0,1* 6,7±0,3*

Опытная III (ССl4 +
“Гипелив”, 300 мг/кг), n=8

5,4±0,3 5,9±0,3 * 5,8±0,4* 5,1±0,3 *

Опытная IV (ССl4+ карсил,
200 мг/кг), n=8

8,2±0,5* 8,0±0,3* 7,3±0,4* 7.0±0,4*

Таблица 4.9. Влияние экстракта сухого "Гипелив" на общее количество

и биохимический состав желчи у  белых крыс при CCl4- гепатите на 14-е

сутки эксперимента

Группы животных

Общее количество
желчи за 1-4 часа

опыта мг/100 г

Желчные
кислоты

Билиру
бин

Холест
ерин

мг %

Контроль (ССl4+Н2О),  n=8 1410 ±19,1 723,9 20,0 100,8
Опытная I (ССl4 +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

1698 ±78,5* 837,9 25,0 110,3

Опытная II (ССl4 +
“Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

1782 ±40,0* 883,5 35,0 112,0

Опытная III (ССl4 +
“Гипелив”,  300 мг/кг), n=8

996 ±58,2* 416,1 19,0 61,6

Опытная IV (ССl4 +
карсил, 200 мг/кг), n=8

1830 ±66,3* 758,1 25,0 112,9

Следовательно, на 14 сутки опыта курсовое введение экстракта

“Гипелив” в дозе 100-200 мг/кг при ССl4-гепатите сопровождалось

усилением холеретической реакции и повышением концентрации желчных

кислот по сравнению с данными группы крыс, получавших карсил.

Повышение дозы “Гипелива” до 300 мг/кг не вызывало усиления

холеретической реакции.
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Патоморфологические исследования на 14 сутки наблюдения в печени

животных контрольной группы позволили выявить локально сохраняющиеся

центролобулярный и перипортальный стеатоз (Рисунки 4.8, 4.9). В

большинстве случаев наблюдали мелкокапельную, единично-

среднекапельную жировую дистрофию гепатоцитов. При окраске

свежезамороженных срезов печени контрольных животных суданом IV

отмечалась диффузная пылевидная жировая дистрофия (Рисунок 4.10). В

значительном количестве выявляли гепатоциты, подверженные зернистой

дистрофии, что свидетельствует о функциональном напряжении печени. По

данным морфометрических исследований в данные сроки наблюдения в

печени животных контрольной группы количество гепатоцитов с жировой

дистрофией составляло 13%, с зернистой – 34% от общей популяции

гепатоцитов (Таблица 4.10).

Таблица 4.10. Влияние экстракта “Гипелива” на морфометрические

показатели печени белых крыс при четырёххлористом гепатите, 14 сутки

наблюдения, (M±m)

Группы животных
Гепатоциты, %

Нормальн
ые

Жировая
дистрофия

Зернистая
дистрофия

Некротизир
ованные

Контрольная (ССl4 + Н2О),
n=8

47,1±2,75 12,5±1,38 33,8±2,04 6,6±0,67

Опытная I (ССl4 +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

65,9±1,77* 4,3±0,73* 26,1±1,53 3,7±0,39*

Опытная II (ССl4 +
“Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

62,7±1,81* 6,2±0,82* 27,2±1,66 3,9±0,46

Опытная III (ССl4 +
“Гипелив”, 300 мг/кг),  n=8

64,7±1,76* 6,1±0,78* 26,7±1,64 3,8±0,43

Опытная IV (ССl4 +
карсил, 200 мг/кг), n=8

65,1±1,85* 5,1±0,68* 25,8±1,76 4,0±0,48

Некротическим процессам были подвержены как единичные

гепатоциты, так и мелкоочаговые группы в пределах дольки (Рисунок 4.11).

Балочно-радиальное строение печёночных долек чётко сохранялось. На фоне

сохраняющихся расстройств кровообращения усиливались воспалительно-
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репаративные процессы. Так, на фоне неравномерно выраженного

капиллярно-венозного полнокровия с эритростазами наблюдался умеренно

выраженный отёк перисинусоидальных пространств, а также сохранялся отёк

стромы портальных трактов. В строме печени  перипортально и по ходу

синусоидных капилляров отмечали умеренно выраженную

лимфогистиоцитарную инфильтрацию с образованием мелких очагов в зонах

некроза гепатоцитов (Рисунок 4.11).

Рисунок 4.8. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Мелкокапельная жировая дистрофия
единичных гепатоцитов. Зернистая дистрофия гепатоцитов. Венозно-

капиллярный  эритростаз. Окраска гематоксилином и эозином.
Увеличение 10х20.
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Рисунок 4.9. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Мелкокапельная жировая дистрофия

единичных гепатоцитов. Умеренный отек стромы перипортального тракта
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 4.10. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Пылевидная жировая дистрофия

гепатоцитов. Окраска суданом IV. Увеличение 10х20.
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Рисунок 4.11. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных контрольной группы. Мелкие очаги некроза гепатоцитов с
лимфогистиоцитарной инфильтрацией. Окраска гематоксилином и

эозином. Увеличение 10х20.

Введение животным экстракта “Гипелив” при ССl4-гепатите

способствовало снижению в печени дистрофических, некротических и

воспалительных процессов, а также развитию выраженных репаративных

процессов. Так, на микропрепаратах печени животных, получавших

исследуемый экстракт в дозах 100 и 200 мг/кг, на фоне зернистой

дистрофии паренхимы отмечалась диссеминированная мелкоклеточная

жировая инфильтрация и моноцеллюлярный некроз гепатоцитов (Рисунок

4.12-4.15). По данным морфометрических исследований, у животных,

получавших “Гипелив”, в дозах 100, 200 и 300 мг/кг и карсил в дозе 200

мг/кг, количество гепатоцитов с жировой дистрофией было ниже

показателя контрольных животных в 2,9, 2,0 и 2,5 раза, с зернистой

дистрофией – на 22%, 20% и 24% соответственно, клеток подверженных

некротическим изменениям – в среднем в 1,7 раза (Таблица 4.10). На фоне

введения  экстракта “Гипелива” в паренхиме печени чаще наблюдались

гепатоциты в состоянии митоза (Рисунок 4.16).
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Рисунок 4.12. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив”  в дозе 100 мг/кг. Зернистая

дистрофия гепатоцитов. Расширение синусоидальных капилляров и
эритростаз в них. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 4.13. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 100 мг/кг. Зернистая

дистрофия гепатоцитов. Умеренная лимфомакрофагальная инфильтрация в
зоне портального тракта. Расширение синусоидальных пространств.

Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 4.14. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив”, в дозе 200 мг/кг. Зернистая

дистрофия гепатоцитов. Расширение синусоидальных капилляров, стромы
перипортального тракта. Лимфомакрофагальная инфильтрация стромы.

Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 4.15. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших карсил в дозе 200 мг/кг. Зернистая дистрофия

гепатоцитов. Единичные гепатоциты с мелкокапельной жировой
дистрофией. Кровенаполнение вен. Лимфомакрофагальная инфильтрация

стромы. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 4.16. Четырёххлористый гепатит. 14 сутки наблюдения. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив”, в дозе 300 мг/кг. Гепатоцит в

состоянии митоза. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение
10х100.

Таким образом, в группах животных, получавших экстракт “Гипелив”,

вводимый в дозе 100 мг/кг, установлено гепатопротекторное действие с

коррекцией развития окислительного стресса, нормализацией баланса

окислительно-восстановительных реакций в организме и восстанавлением

энергопродукции в органе-мишени. В эксперименте выявлено, что введение

“Гипелива” в исследуемых дозах оказывает энергопротективное действие

при токсическом повреждении печени. Введение “Гипелива” животным в

дозах 200 и 300 мг/кг в меньшей степени способствовало коррекции баланса

между про- и антиоксидантной системами организма на всех сроках

исследования. Действие комплексного средства в указанных дозировках

уступало таковому препарата сравнения карсил.

С ранних сроков опыта при ССl4-гепатите достоверно уменьшалась

активность АЛТ и АСТ, свидетельствуя об уменьшении цитолиза,

существенно снижались явления холестаза. Значительные нарушения

липидного обмена с повышением содержания триглицеридов, ЛПНП,

холестерина и снижением ЛПВП, развивающиеся при ССl4-гепатите,
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достоверно уменьшались на седьмые сутки наблюдения при введении

“Гипелива”. Морфометрические исследования позволили отметить при этом

значительное снижение жировой дистрофии гепатоцитов. Изучаемый

экстракт в дозе 100 и 200 мг/кг при тетрахлорметановом гепатите на 7 сутки

опыта оказывал холеретическое воздействие, сопоставимое с эффектом

референтного гепатопротектора карсила. О повышении функциональных

возможностей гепатоцитов на фоне применения изучаемого экстракта

свидетельствовало повышение синтетической функции печени с

увеличением уровня альбуминов в сыворотке крови и изменение

качественного состава желчи, повышение концентрации желчных кислот.

На 14 сутки наблюдения отмечалось нарастание

фармакотерапевтического эффекта сухого экстракта  “Гипелив”: снижалась

активность органоспецифического фермента повреждения гепатоцитов АЛТ,

существенно уменьшались проявления синдрома холестаза, а также

снижались нарушения липидного обмена. Морфологические исследования

отражали не только уменьшение жировой дистрофии  в опытных группах, но

и значительное усиление репаративных процессов.

Применение референтного гепатопротектора карсила способствовало

уменьшению проявлений цитолиза при отсутствии достоверных отличий в

выраженности холестаза, нормализации синтетической функции печении и

коррекции нарушений липидного обмена.

Следовательно, курсовое применение экстракта сухого “Гипелив” при

тетрахлорметановом гепатите оказывало отчётливое гепатопротективное

действие, влияя на развитие основных патогенетических синдромов

повреждения печени, холеретическую реакцию и морфологические

изменения.
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ГЛАВА 5. ФАРМАКОТЕРАПЕВТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ

“ГИПЕЛИВА” ПРИ ПОВРЕЖДЕНИИ ПЕЧЕНИ, ВЫЗВАНННОМ

ВВЕДЕНИЕМ D-ГАЛАКТОЗАМИНА ГИДРОХЛОРИДА

Исследования проводили на 144 белых крысах линии Wistar обоего

пола с исходной массой 160-180 г. Животные были разделены на следующие

группы: интактные крысы; контрольные животные с D-галактозаминовым

гепатитом; 3 опытные группы крыс с D-галактозаминовым-гепатитом,

получавшие экстракт сухой “Гипелив” в экспериментально-терапевтических

дозах: 100, 200 и 300 мг/кг; группа сравнения, животным которой вводили

референтный гепатопротетор карсил. Животные контрольной и интактной

групп получали эквиобъёмное количество воды очищенной по аналогичной

схеме. Фармакотерапевтическую эффективность экстракта “Гипелив”

определяли на основе оценки функционального состояния печени по данным

биохимических исследований, особенностей гемостаза и морфологических

изменений через 7, 14 суток с начала эксперимента. В данные сроки

наблюдения животных декапитировали под эфирным наркозом для

проведения патоморфологических исследований печени4.

При введении D-галактозамина гидрохлорида опытным животным в

начальные сроки общее состояние страдало меньше, чем при введении «эта-

лонного» гепатотоксина ССl4, гибели животных не отмечалось. Масса белых

крыс сохранялась без изменений в течение первых 7 дней, в то время как у

интактных крыс за данный срок масса увеличилась на 20-25 г.

При экспериментальном гепатите, вызванном введением D-

галактозамина, биохимические показатели у белых крыс отражали значи-

тельные изменения функционального состояния печени (Таблицы 5.1-5.3).

Достоверные отклонения биохимических показателей наблюдались в опытных

группах по сравнению с интактными животными и сохранялись на протяжении

4 Исследования проведены при консультации  д.б.н., старшего научного сотрудника лаборатории

безопасности биологически активных веществ ИОЭБ СО РАН Разуваевой Я.Г.
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всего эксперимента, указывая на развитие основных патогенетических

синдромов повреждения печени: активацию ПОЛ, цитолиза, холестаза,

мезенхимально-воспалительной реакции, отмечалась гипоальбуминемия и

проявления гипокоагуляции. Инициирование реакций ферментативного

перекисного окисления липидов под действием D-галактозамина приводило к

истощению антиоксидантной системы клеток, нарушению функционирования

биологических мембран, снижению энергетического статуса организма

лабораторных животных (Николаев и др., 2014).

В эксперименте установлено, что развитие D-галактозаминового

гепатита сопровождается усилением процессов СРО и снижением активности

ферментов АОС в печени (Таблица 5.1). Так, в контрольной группе

животных на 7 сутки эксперимента отмечалось повышение содержания МДА

в гомогенате печени в 2,3 раза по сравнению с интактной группой.

Таблица 5.1. Влияние экстракта сухого “Гипелива” на интенсивность процесса

перекисного окисления липидов и состояние антиоксидантной системы в печени

при D-галактозаминовом гепатите, 7 сутки (M ± m)

Группы животных

Показатели
МДА,

мкмоль/
г ткани

Каталаза,
ммоль/мин/

г ткани

ВГ,
мкмоль/
мг белка

ГП,
нмоль/мин
/мг белка

Интактная (Н2О), n=8 4,8±0,25 141,0±10,12 41,4±2,12 83,2±4,41
Контрольная, (D-галак-

тозамин+H2O), n=8
11,3±0,71 80,1±5,11 18,2±1,10 32,5±2,10

Опытная I  (D-галактозамин +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

5,6±0,22* 132,0±8,24* 35,7±1,22* 53,2±3,11*

Опытная II (D-галактозамин +
“Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

7,3±0,21* 123,2±9,10* 29,7±1,14* 44,1±2,18*

Опытная III (D-галактозамин
+ “Гипелив”, 300 мг/кг), n=8

6,7±0,14* 119,1±4,24* 30,3±2,12* 43,4±2,23*

Опытная IV (D-галактозамин
+ карсил, 200 мг/кг) n=8

6,1±0,30* 125,7±8,32* 31,2±2,21* 47,7±2,52*

Примечание: *  - здесь и далее различия значимы по сравнению с

контролем (p˂ 0,05).
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Одним из факторов, инициирующих развитие процессов ПОЛ,

являются изменения в антиоксидантной системе (АОС) организма,

выражающиеся в снижении активности каталазы и ГП в 1,6 и 2,6 раза

соответственно, уменьшении содержания ВГ в 2,3 раза в ткани печени

животных контрольной группы по сравнению с данными интактной группы,

что согласуется с результатами J.M.  Mates  et  al.,  (1999),  J.  Chaudière  et  al.,

(1999) и M. Gao et al. (2011). Снижение уровня ВГ обусловлено, вероятно,

ингибированием пентозофосфатного окисления, а уменьшение активности

каталазы связано с её гликозилированием при развитии гепатита.

Установлено, что курсовое введение животным исследуемого

фитосредства “Гипелив” в дозе 100, 200 и 300 мг/кг уменьшает

выраженность окислительного стресса, тем самым снижая интенсивность

процесса ПОЛ и повышая активность АОС (Таблица 5.2). Так, на 7 сутки

эксперимента в первой и второй опытных группах отмечалось снижение

содержания МДА в ткани печени в 2,0 и 1,5 раза соответственно по

сравнению с данными контрольной группы. Существенное снижение МДА в

первой опытной группе обусловлено тем, что при введении “Гипелива” в

дозе 100 мг/кг в меньшей степени  происходит повышение активности

эндогенной АОС организма. Так, при введении экстракта сухого “Гипелив”

существенно повышается активность каталазы и содержание ВГ в 1,6 и 2,0

раза соответственно по сравнению с данными животных контрольной

группы. Антиоксидантная активность ГП при введении исследуемого

экстракта в дозе 100 мг/кг повысилась в 1,6 раза по отношению к контролю.

Активность экстракта сухого в указанной дозе превосходила таковую

препарата сравнения карсил.

Во второй и третьей опытных группах, получавших экстракт сухой в

дозах 200 и 300 мкг/мл соответственно, исследуемые показатели

антиоксидантного статуса корригировались и были сопоставимы с таковыми

у животных, получавших препарат сравнения.
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При D-галактозаминовом гепатите отмечалось нарушение

энергетического обмена и обеспечения клеток основными пластическими

субстратами в связи со значительными изменениями метаболизма как

углеводов, так и жиров. Из данных, представленных в таблице 5.2, видно, что

указанная патология сопровождается значительным снижением

энергообеспечения ткани печени. Так, на 7 сутки эксперимента в

контрольной группе животных отмечалось трехкратное снижение

содержания АТФ по сравнению с данным показателем у интактных

животных. Кроме того, повышалось содержание МК в 2,3 раза, а также

отмечалось снижение содержания ПВК в 1,3 раза. При этом отношение

МК/ПВК в контрольной группе составляло 22/1, против 8/1 в интактной

группе, что свидетельствует об интенсификации анаэробного распада

глюкозы и усилении глюконеогенеза.

Таблица 5.2. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на показатели
энергетического метаболизма в печени белых крыс с D-галактозаминовым

гепатитом, 7 сутки наблюдения( M±m)

Группа животных

Показатели

ATФ,
мкмоль/г

ткани

МК,
мкмоль/г

ткани

ПВК,
мкмоль/г

ткани
Интактная (Н2О), n=8 3,6±0,12 2,0±0,12 0,27±0,014
Контрольная (D-галактозамин +
H2O), n=8

1,2±0,10 4,5±0,21 0,20±0,011

Опытная I (D-галактозамин +
“Гипелив”, 100 мг/кг), n=8

2,5±0,11* 2,5±0,13* 0,24±0,011*

Опытная II (D-галактозамин+
“Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

1,9±0,10* 3,0±0,20* 0,21±0,011*

Опытная III (D-галактозамин,
“Гипелив” 300 мг/кг), n=8

1,9±0,12* 3,3±0,15* 0,19±0,009*

Опытная IV (D-галактозамин+
карсил, 200 мг/кг), n=8

2,2±0,10* 2,8±0,17* 0,23±0,017*

В эксперименте показано, что введение экстракта сухого “Гипелив” в

исследуемых дозах способствовало повышению энергетического статуса

организма белых крыс с D-галактозаминовым гепатитом. Наиболее
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выраженное энергопротективное действие исследуемый экстракт оказывает в

дозе 100 мг/кг, превосходящее таковое препарата сравнения.

Так, при введении животным первой опытной группы  “Гипелива”

патологическое действие D-галактозамина на энергетический статус

организма значительно нивелировалось. Как следует из данных,

представленных в таблице 5.2, на 7 сутки исследования содержание АТФ

повышалось в 1,8 раза, концентрация МК снижалась в 1,9 по сравнению с

контролем. При этом отношение МК/ПВК при введении “Гипелива” в дозе

100 мг/кг составило 11/1 против 22/1 в контрольной группе животных.

При введении “Гипелива” в дозах 200 и 300 мг/кг отмечалось

достоверное повышение концентрации АТФ в 1,3 раза и снижение

содержания МК в среднем в 1,5 раза по сравнению с данными контрольной

группы. Отношение МК/ПВК достигало в этих группах соотношения в

среднем 16/1 по сравнению 22/1 в контрольной группе животных. Таким

образом, экстракт сухой “Гипелив”, вводимый в дозе 100 мг/кг проявляет

более выраженный антиоксидантный и энергопротективный эффект в

условиях D-галактозаминового гепатита, корригирует биоэнергетические

нарушения и способствует переходу на аэробный энергетический обмен.

Влияние препарата сравнения карсил на энергетический статус печени

при экспериментальном D-галактозаминовом гепатите не превосходило

действие “Гипелива” в дозе 100 мг/кг.

На 7 сутки эксперимента при D-галактозаминовом гепатите в

контрольной группе (Таблица 5.3) активность АЛТ и АСТ возрастала по

сравнению с данными интактной группы в 3,1 и 3,3 раза, свидетельствуя о

развитии выраженного цитолиза гепатоцитов. Комплексная оценка

содержания холестерина, активности ЩФ и ГГТП в сыворотке крови

указывала на выраженный синдром холестаза. Содержание альбуминов при

D-галактозаминовом гепатите снижалось на 21%, по сравнению с данными

интактной группы, отражая существенное нарушение функционального

состояния гепатоцитов, при этом уровень общего белка достоверно не
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снижался ввиду повышения содержания глобулинов при формировании

мезенхимально-воспалительной реакции. Уровень фибриногена и

протромбиновый индекс снижались на 19% и более (Таблица 5.3).

На 7 сутки наблюдения при D-галактозаминовом гепатите при

введении экстракта “Гипелив” в дозе 100 мг/кг белым крысам отмечалось

выраженное уменьшение показателей, характеризующих цитолиз.

Активность АЛТ и АСТ снижались на 15-17% по сравнению с данными

контрольной группы, увеличение дозы вводимого экстракта до 200 и 300

мг/кг не приводило к повышению эффекта (Таблица 5.3). В группе сравнения

при D-галактозаминовом гепатите при введении эталонного гепатопротектора

карсила наблюдали недостоверное снижение активности данных ферментов (до

7-10%) по сравнению с показателями контрольной группы.

Как известно, все показатели липидного обмена в крови белых крыс

несколько ниже, чем у человека, ввиду наличия особых α- и β-мурихолевой

кислот, способствующих быстрому выведению холестерина из организма

(Абрашова и др., 2013). При повреждении печени D-галактозамином в

эксперименте наблюдали повышение уровня холестерина сыворотке крови в

контрольной группе животных в 2 раза, активности ЩФ и ГГТП в 2,2-3 раза

по сравнению с уровнем интактных животных.

На 7 сутки наблюдения при D-галактозаминовом гепатите при

введении экстракта “Гипелив” в дозе 100 мг/кг отмечали снижение

содержания холестерина на  16%,  активности ЩФ и ГГТП в среднем на 18%

по сравнению с данными контрольной группы. В группе животных,

получавших карсил на 7 сутки эксперимента отмечалось снижение

активности ЩФ и ГГТП на 9, 10% (Таблица 5.3). Гипоальбуминемия,

характерная для острого периода D-галактозаминового гепатита, при

введении экстракта “Гипелив” в дозах 100, 200 и 300 мг/кг на 7 сутки

наблюдения  снижалась а 15%.



Таблица 5.3. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на динамику биохимических показателей белых крыс

 при D-галактозаминовом гепатите, 7 сутки наблюдения (M ± m)

Биохимические
показатели

Интактная
группа,

(Н2О) n=8

Группы животных  с D - галактозаминовым гепатитом
Контрольная

группа (D-
галактозамин+

Н2О), n=8

Опытная I (D–
галактозамин
+ “Гипелив”,

100 мг/кг), n=8

Опытная II (D–
галактозамин +

“Гипелив”,
200 мг/кг), n=8

Опытная III (D–
галактозамин +

“Гипелив”
300 мг/кг), n=8

Опытная IV(D–
галактозамин
+ карсил 200
мг/кг), n=8

АЛТ, ед/л 58,6±5,4 152,9±9,2 132,6±8,2 123,5±7,9* 125,4±6,9 141,7±9,7

АСТ, ед/л 73,5±4,7 242,7±10,2 205,7±9,1* 198,5±11,3* 203,3 ±9,2* 217,8±11,4
Холестерин,
ммоль/л

1,82±0,13 3,52±0,19 2,97±0,13 2,63±0,14* 2,90±0,12 3,05±0,12

ЩФ, ед/л 308±21 742 ±41 612,0±27 604,7±25* 619±21* 667±43

ГГТ, ед/л 7,13±0,31 23,94±2,10 19,45±0,89* 19,75±0,94* 18,38±1.25 21,83±1,34

Альбумины, г/л 42,5±2,2 33,5±1,4 38,5±1,3* 39,2±1,2* 38,9±1,7* 37,3±2,1
Общий белок.
г/л

72,9±3,9 64,3±2,4 65,7±3,8 68,7±3,9 66,7±2,1 64,5±4,1

Глобулины, г/л 30,4±2,9 30,8±1,7 27,2±2,1 29,5±1,9 27,8±2,1 27,2±2,6



На 7 сутки эксперимента при D-галактозаминовом гепатите содержание

фибриногена, одного из важнейших показателей гемостаза, достоверно

снижалось у животных контрольной группы по сравнению с уровнем

интактных крыс. В контрольной группе животных показатель фибриногена

оставался сниженным на 14 сутки опыта, что указывало на сохранение

гипокоагуляции. В группе крыс, получавших “Гипелив” в дозе 100 мг/кг

(Таблица 5.4) уровень фибриногена повышался у 75% крыс до 2,0 г/л и выше.

В группе сравнения на фоне введения карсила у большинства животных

данный показатель сохранялся сниженным и отличался от контрольной

группы не более чем на 10%.

Показатель АЧТВ, один из базовых показателей коагулограммы,

зависящий от концентрации плазменных факторов (II, V, VIII, IX, X, XI, XII

и фибриногена), позволяющий оценить эффективность внутреннего пути

свёртывания крови, отражал в группе опытных животных существенные

изменения системы коагуляции. На 7 сутки наблюдения в группе животных,

получавших экстракт “Гипелив” в дозе 100, 200 и 300 мг/кг, показатель

АЧТВ повышался на 16-19%, в группе сравнения, получавшей карсил – на

8% по сравнению с данными контрольной группы животных, отражая

уменьшение проявлений гипокоагуляции.

Протромбиновый индекс (ПИ), используемый в клинических условиях

в качестве объективного критерия тяжести повреждения печени и нарушения

свёртывания, значительно уменьшался при формировании D-

галактозаминового гепатита. При использовании исследуемого экстракта в

экспериментально-терапевтических дозах на 7 сутки опыта показатель ПИ у

белых крыс увеличился на 21-23% по отношению к уровню контрольной

группы. При введении референтного гепатопротектора карсила белым

крысам отмечалось повышение ПИ в среднем на 10% по сравнению с

контролем.



Таблица 5.4. Влияние экстракта сухого “Гипелива” на состояние коагуляционного каскада у белых крыс при D-

галактозаминовом гепатите  (M ± m)

Биохимические
показатели

Интактная
группа,

(Н2О) n=8

Группы животных с D - галактозаминовым гепатитом
Контрольная
группа (D-

галактозамин
+Н2О), n=8

Опытная I (D–
галактозамин +
“Гипелив” 100

мг/кг), n=8

Опытная II(D–
галактозамин +
“Гипелив”, 200

мг/кг), n=8

Опытная III (D–
галактозамин +
“Гипелив”    300

мг/кг), n=8

Опытная IV(D–
галактозамин +

карсил 200
мг/кг), n=8

7 сутки опыта
Фибриноген, г/л 2,43±0,13 1,51±0,11* 1,92±0,13* 1,97±0,12* 1,99±0,11* 1,67±0,18
АЧТВ, сек 23.04±1,9 34,24±1,7* 28,9±1,4* 28,2±1,3* 27,89±1,25* 31,4±1,53
ПИ,  % 84,4±4,7 51,3±2,4* 62,1±3,16* 61,9±2,8* 60,8±3,2* 56,3±3,7
ПВ, сек 19,5±1,6 33,7±1,7* 26,8±1,9*2 25,9±1,7* 26,3±2,1* 27,8±1,9
МНО, усл. ед. 1, 22 ± 0,12 2,93 ±0,14* 2,34 ±0,17* 2,32±0,19* 2,16 ±0,17* 2,57 ±0,18 *
ПО, % 1,16±0,12 2,53±0,17*1 2,05±0,112 2,02±0,13*2 2,04±0,11*2 2,17±0,19

14 сутки опыта
Фибриноген, г/л 2,43±0,13 1,51±0,11* 2,01±0,10* 2,04±0,12* 1,99±0,11* 1,82±0,19
АЧТВ, сек 23.04±1,9 29,7±2,1* 23,5±1,17* 23,4±1,21* 23,3±1,11* 25,7±1,9
ПИ,  % 84,4±4,7 62,1±3,4* 79,5±3,9* 80,7±6,2* 79,8±5,7* 75,4±6,4
ПВ, сек 19,9±1,6 25,9±1,2* 21,83±1,1* 21,6±1,3* 21,46±1,2* 23,2±1,7
МНО, усл. ед. 1,22± 0,12 2,13 ±0,15* 1,58 ±0,12* 1,62 ±0,14* 1,57 ±0,15* 1,97 ±0,19
ПО, % 1,16±0,12 1,87±0,11*1 1,41±0,12* 1,38±0,13 *2 1,37±0,10*2 1,48±0,13



Показатель протромбинового времени (ПВ) даёт возможность быстро

оценить не только внешнюю систему гемостаза, но и весь каскад реакций

свёртывания крови. При повреждении печени белых крыс D-галактозамином

показатель ПВ значительно возрастал, причём существенные отличия от

интактной группы сохранялись и на 14 сутки эксперимента (Таблица 5.4).

При применении “Гипелива” в дозах 100, 200 и 300 мг/кг на 7 сутки

наблюдения отмечалось отчётливое снижение ПВ по сравнению с данными

контрольной группы на 21-23%. На седьмые сутки опыта в группе сравнения,

получавшей карсил, у половины животных отмечалось тенденция к

повышению ПВ, но в целом полученные данные недостоверны по сравнению

с контролем.

При D-галактозаминовом гепатите протромбиновое отношение (ПО),

неотъемлемая часть исследования протромбинового комплекса крови,

значительно возрастало в группе контрольных животных. Использование

исследуемого экстракта у белых крыс в дозах 100-300 мг/кг способствовало

отчётливому уменьшению ПО в сравнении с данными контрольной группы

(Таблица 5.4). На фоне введение красила белым крысам отмечалось

снижение ПО в сравнении с контрольной группой в среднем на 14%.

Для оценки состояния протромбинового комплекса при повреждении

печени D-галактозамином использовали показатель международного

нормализованного отношения (МНО), который подтверждал развитие

значительных гипокоагуляционных нарушений в контрольной группе

животных. При использовании изучаемого экстракта в трёх опытных группах

животных в дозах 100, 200 и 300 мг/кг в ранние сроки эксперимента отличие

МНО составило 20% и более по сравнению с данными контрольной группы.

В группе сравнения при введении карсила белым крысам в данные сроки

отмечено отличие этого показателя от контроля на 12%.

Патоморфологические исследования показали, что в печени животных

контрольной группы на 7 сутки наблюдения на фоне введения D-

галактозамина гидрохлорида отмечаются структурные изменения,
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характеризующиеся дистрофическими и некробиотическими изменениями

гепатоцитов, воспалительными процессами, а также нарушениями

микроциркуляции и  реологических свойств крови (Рисунки 5.1-5.5).

На микропрепаратах наблюдали кровенаполнение синусоидальных

капилляров, варьирующее от слабого до очагового умеренного полнокровия;

полнокровие центральных вен и вен портальных трактов; в отдельных

сосудах разделение крови на плазму и форменные элементы; венозно-

капиллярные эритростазы. Отмечали периваскулярный отек, неравномерный

отёк синусоидальных пространств, варьирующий от слабого до

выраженного. По всей паренхиме органа были диффузно расположены

гепатоциты в состоянии выраженной и резко выраженной зернистой

дистрофии. В перивенулярных зонах наблюдались более глубокие

проявления белковой дистрофии, в виде гидропических нарушений,

характеризующихся появлением вакуолей различной величины на фоне

интенсивного набухания и просветления цитоплазмы гепатоцитов, а также

баллонная дистрофия. Около 4-5% гепатоцитов подвергались

мелкокапельной жировой дистрофии (Таблица 5.5), идентифицирующейся

судановыми красителями. Гистохимические исследования показали

снижение содержания гликогена и активности СДГ по всей паренхиме

печени.

Некробиотические изменения гепатоцитов в большинстве случаев

проявлялись лизисом ядер на фоне набухания цитоплазмы, единично

встречался кариопикноз. Некрозу подвергались отдельные гепатоциты и

небольшие их группы; при этом некротизированные клетки печени

выявлялись диффузно по всей паренхиме. По данным морфометрических

исследований количество некротизированных клеток составляло в среднем

24,4±1,53% (Таблица 5.5) от всей популяции гепатоцитов, что в 12,8 раза

выше показателя интактных животных. На фоне выраженных

дистрофических и некробиотических процессов в паренхиме печени

балочно-радиальное строение долек на некоторых участках срезов было
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стёрто. В зонах некроза выявлялась воспалительная инфильтрация,

состоящая из мононуклеарных клеток. Отмечалась выраженная

лимфогистиоцитарная инфильтрация единичных портальных трактов. По

ходу синусоидальных капилляров развивалась диффузная гиперплазия

звездчатых ретикулоэндотелиоцитов.

Введение животным экстракта “Гипелив” в диапазоне доз 100-300

мг/кг, а также референтного препарата карсила в дозе 200 мг/кг ограничивало

развитие дистрофических и некротических изменений, а также

интенсивность воспалительных реакций в печени, индуцированных D-

галактозамином гидрохлоридом (Рисунок 5.6- 5.12). Так, в печени животных

опытных групп на 7 сутки наблюдения преобладала умеренная диффузная

зернистая дистрофия гепатоцитов. Гепатоциты в состоянии гидропической

Рисунок 5.1. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Зернистая и гидропическая дистрофия

гепатоцитов. Неравномерное расширение синусоидальных пространств.
Нарушения реологических свойств крови. Окраска гематоксилином и

эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 5.2. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Гидропические изменения гепатоцитов в

области портального тракта. Фокальный некроз гепатоцитов. Венозно-
капиллярный эритростаз. Умеренная лимфогистиоцитарная инфильтрация

стромы и портального тракта. Окраска гематоксилином и эозином.
Увеличение 10х20.

Рисунок 5.3.  D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Гидропические изменения гепатоцитов.
Единичные гепатоциты в состоянии колликвационного некроза. Окраска

гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 5.4. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Гидропические изменения гепатоцитов.

Гиперплазия звездчатых ретикулоэндотелиоцитов по ходу синусоидальных
капилляров. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 5.5. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Гидропические изменения гепатоцитов.

Фокальный колликвационный некроз. Окраска гематоксилином и эозином.
Увеличение 10х40.
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Таблица 5.5. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на морфометрическое

показатели печени белых крыс при D-галактозаминовом гепатите (M ± m)

Группы животных

Показатели
Некротизи
рованные
гепатоцит

ы, %

Гепатоци
ты с

жировой
дистроф
ией, %

Двуядерные
гепатоци

ты, %

Интактная (Н2О), n=8 1,9±0,21 0 2,2±0,41
7 сутки

Контрольная, D-галактозамин + Н2О, n=8 24,4±1,53 4,8±0,45 2,4±0,18
Опытная I (D-галактозамин + “Гипелив”,
100 мг/кг),  n=8

13,5±0,65* 4,3±0,48 3,1±0,09

Опытная II (D-галактозамин +“Гипелив”,
200 мг/кг), n=8

12,4±0,56* 5,1±0,59 3,3±0,20*

Опытная III (D-галактозамин +“Гипелив”,
300 мг/кг), n=8 12,2±0,30* 4,8±0,54 3,5±0,25*

Опытная IV (D-галактозамин + карсил,
200 мг/кг), n=8

13,0±0,52* 4,7±0,39 3,2±0,28

14 сутки
Контрольная, D-галактозамин + Н2О, n=8 10,1±0,60 10,1±0,86 5,2±0,32
Опытная I (D-галактозамин + “Гипелив”,
100 мг/кг),  n=8

6,5±0,55* 2,4±0,26* 6,3±0,26

Опытная II (D-галактозамин +
“Гипелив”, 200 мг/кг), n=8

5,2±0,58* 2,1±0,28* 6,8±0,41*

Опытная III (D-галактозамин +
“Гипелив”, 300 мг/кг), n=8 5,3±0,53* 1,6±0,24* 6,8±0,77

Опытная IV (D-галактозамин + карсил,
200 мг/кг), n=8

5,3±0,40* 2,0±0,12* 6,4±0,55

дистрофии отмечались лишь в зоне портального тракта. При этом в опытной

группе животных, получавших испытуемый экстракт в дозе 100 мг/кг,

гепатоциты, подверженные гидропической дистрофии в отдельных случаях

занимали 2/3 портальной доли, тогда как в других опытных группах

гепатоциты с гидропической дистрофией располагались только

перипортально. Жировая дистрофия также выявлялась у 3-5% гепатоцитов

(Таблица 5.3), но так как гидропическая дистрофия была слабо выражена, она
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чётко выявлялась на препаратах, окрашенных гематоксилином и эозином. В

единичных случаях отмечались гепатоциты в состоянии баллонной

дистрофии. Содержание гликогена и активность СДГ в гепатоцитах были

низкие, но значимо выше, чем в контроле. Некротические процессы

характеризовались как кариолизисом, так и кариопикнозом и затрагивали

лишь единичные гепатоциты. У животных опытных групп отмечалось

появление уменьшенных в размерах гепатоцитов с резко азурофильной

цитоплазмой и пикнотическим ядром. Единично выявлялись азурофильные

тельца Каунсильмена, имеющие округлые очертания. Балочно-радиальное

строение долек чётко прослеживалось. По данным морфометрических

исследований количество некротических гепатоцитов в печени животных

опытных групп было в среднем в 1,9 раза ниже такового показателя в

контроле (Таблица 5.5).

В портальных трактах и синусоидах выявлялась умерено выраженная

инфильтрация, представленная преимущественно лимфоцитами и

макрофагами с примесью небольшого количества полиморфноядерных

лейкоцитов. Отмечались умеренная гиперплазия и очаговая пролиферация

звездчатых ретикулоэндотелиоцитов. Гемомикроциркуляторные нарушения в

данные сроки наблюдения были аналогичны таковым контрольных

животных. Введение животным “Гипелива” в дозах 100-300 мг/кг

увеличивало числа двуядерных и гипертрофированных гепатоцитов на 29%,

38% и 46% соответственно по сравнению с данным показателем контрольных

животных (Таблица 5.5).
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Рисунок 5.6. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших “Гипелив” в дозе 100 мг/кг. Зернистая жировая

дистрофия гепатоцитов. Расширение синусоидальных пространств.
Капилляровенозный эритростаз. Окраска гематоксилином и эозином.

Увеличение 10х20.

На 14 сутки эксперимента при повреждении печени D-галактозамина

гидрохлоридом у животных отмечалось снижение массы тела по сравнению с

интактными до 7-10%, уменьшение двигательной активности.

Биохимические показатели отражали снижение выраженности основных

патогенетических синдромов повреждения печени экспериментальных

животных. У животных, получавших “Гипелив” в дозе 100-300 мг/кг, в

данный срок наблюдения активность АЛТ по сравнению с уровнем

контрольной группы снижалась на 17-19%. При введении карсила белым

крысам можно отметить достоверное снижение активности трансаминаз по

сравнению с данными контрольной группы (Таблица 5.6).
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Рисунок 5.7. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших “Гипелив” в дозе 100 мг/кг. Гидропическая

дистрофия гепатоцитов. Умеренная лимфогистиоцитарная инфильтрация
портального тракта  Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 5.8. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших “Гипелив” в дозе 200 мг/кг. Зернистая и жировая
дистрофия гепатоцитов. Тельца Каунсильмена. Умеренная пролиферация
Купферовских клеток. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение

10х20.
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Рисунок 5.9. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших комплексное средство в дозе 200 мг/кг. Умеренная

лимфогистиоцитарная инфильтрация портального тракта. Единичные
гепатоциты в состоянии гидропической дистрофии. Зернистая жировая

дистрофия гепатоцитов. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение
10х20.

Рисунок 5.10. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 300 мг/кг. Зернистая и

жировая дистрофия гепатоцитов. Умеренная пролиферация Купферовских
клеток. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 5.11. D-галактозаминовый гепатит. 7 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших карсил. Гидропическая и жировая дистрофия

гепатоцитов. Неравномерное расширение синусоидальных пространств.
Пролиферация Купферовских клеток. Окраска гематоксилином и эозином.

Увеличение 10х20.

На 14 сутки наблюдения при D-галактозаминовом гепатите в

контрольной группе крыс сохранялись гипоальбуминемия и признаки

гипокоагуляции. У животных, получавших изучаемый экстракт в

экспериментально терапевтических дозах, показатели свёртывания

возрастали на 17-19%, свидетельствуя об улучшении синтезирующей

способности печени. Причём эффект наблюдался во всех трех опытных

группах, даже у получавших экстракт в дозе 100 мг/кг.

В данные сроки опыта можно отметить сохранение признаков

холестаза (Таблица 5.6) в контрольной группе животных. На фоне введения

животным “Гипелива” показатели содержания холестерина, активности ЩФ

и ГГТП отражали тенденцию к снижению в большей мере, чем при

использовании карсила. Исследуемый экстракт в дозе 100 и 200 мг/кг

приводил к снижению активности ЩФ на 15% - на 18%, референтный

гепатопротектор - на 9%. Сходные изменения отмечались при определении

активности ГГТП у экспериментальных животных (Таблица. 5.4).



Таблица 5.6. Влияние экстракта сухого “Гипелив” на динамику биохимических показателей белых крыс при D-

галактозаминовом гепатите, 14 сутки наблюдения (M ± m)

Биохимические
показатели

Интактная
группа,

(Н2О) n=8

Группы животных  с D - галактозаминовым гепатитом
Контрольная
группа (D-
галактозамин+Н2О),
n=8

Опытная I (D-
галактозамин +
“Гипелив”
100 мг/кг), n=8

Опытная II (D-
галактозамин +
“Гипелив”, 200
мг/кг), n=8

Опытная III (D-
галактозамин +
“Гипелив” 300
мг/кг), n=8

Опытная IV (D-
галактозамин +
карсил 200
мг/кг), n=8

АЛТ, ед/л 58,6±5,4 128,2±6,9 103,6±5,4* 104,1±5,8* 105,1±4,9* 116,7±5,3*

АСТ, ед/л 73,5±4,7 207,0±9,4 172,9±8,7* 169,9±8,3* 170,5±8,2* 189,7±7,1*

Холестерин,
ммоль/л

1,82 ±0,13 2,97±0,16 2,44±0,15* 2,41±0,14* 2,43±0,15* 2,52±0,11*

ЩФ, ед/л 308±21 585,5±25 496,5±18* 481,5±24* 497,7±17* 532,4±17*

ГГТ, ед/л 7,43±0,31 18,82±0,8 15,8±0,82* 15,43±0,72* 15,15±0,76* 16,31±0,7*

Альбумины, г/л 42,5±2,2 35,3±1,7 40,9±1,2* 40,5±1,1* 41,8±1,3* 38,8±1,9
Общий белок. г/л 71,8 ±3,9 66,2±2,9 68,8±3,8 71,8±5,6 70,9±3,7 67,3±4,7
Глобулины, г/л 29,34±2,9 30,9±3,7 27,9±2,1 31,3±1,4 29,1±2,1 28,5±2,8



 Снижалась интенсивность ПОЛ, значительно повышались показатели

гемостаза, свидетельствуя об улучшении функционального состояния

печени. На 14 сутки эксперимента в контрольной группе животных при

повреждении печени D-галактозамином сохранялись значительные отличия

показателей, указывающих на нарушения коагулограммы (Таблица 5.4). При

введении референтного препарата у животных наблюдалась тенденция к

повышению протромбинового индекса, фибриногена и АЧТВ, но

достоверных значений в данной группе животных не выявлялось.

В данные сроки наблюдения при введении исследуемого экстракта

трем группам опытных животных в дозах 100, 200 и 300 мг/кг содержание

фибриногена повышалось на 27-30% по сравнению с данными контрольной

группы. Использование “Гипелива” способствовало повышению ПИ

(Таблица 5.4) на 25-27% по сравнению с контролем. Уровень АЧТВ снижался

на 22% и у большинства животных приближался к уровню интактной

группы. При этом показатели ПО и МНО достоверно снижались,

подтверждая уменьшение гипокоагуляционных нарушений в группе

животных, получавших “Гипелив”.

Таким образом, экспериментальный гепатит, вызванный введением D-

галактозамина гидрохлорида, характеризовался развитием гипокоагуляцион-

ных нарушений, связанных со снижением уровня фибриногена, факторов

протромбинового комплекса ввиду нарушений синтезирующей функции

гепатоцитов. Динамика дополнительных показателей коагулограммы: АЧТВ,

ПИ, ПО и МНО подтверждала значительные нарушения свёртывания.

На 14 сутки наблюдений в печени животных контрольной группы

отмечались менее выраженные структурные изменения по сравнению с

предыдущим сроком наблюдения (Рисунок 5.12-5.14). Синусоидальные

пространства были умеренно расширены. Дистрофически измененные

гепатоциты располагались локально, а не диффузно. У трех животных

контрольной группы сохранялась гидропическая дистрофия гепатоцитов, с

фокальным колликвационным некрозом. У большинства животных
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преобладала зернистая дистрофия гепатоцитов. В области портального

тракта до 10-12% гепатоцитов подвергались мелко- и среднекапельной

жировой дистрофии. Выделялось значительное количество гепатоцитов с

азурофильной дистрофией и пикнотическим ядром, а также телец

Каунсильмена в виде округлых эозинофильных гомогенных структур с

одним или двумя пикнотическим ядрами или без ядра. Гепатоциты с

явлениями апоптоза в большинстве случаев наблюдались в

центролобулярной зоне. В целом отмечалось снижение количества

некротизированных гепатоцитов (Таблица 5.5). Балочная архитектоника

печени чётко прослеживалась. В строме дольки по ходу синусоидных

капилляров отмечались мелкие очажки слабо выраженной

лимфогистиоцитарной инфильтрации. Наблюдалась умеренная

лимфогистиоцитарная инфильтрация синусоидальных пространств и ряда

портальных трактов. На фоне умеренных деструктивных изменений в

паренхиме печени отмечалось двукратное увеличение количества

двуядерных гепатоцитов по сравнению с 7 сутками наблюдений на 85%

(Таблица 5.5).

На 14 сутки в печени животных опытных групп сохранялось умеренное

расширение синусоидальных пространств, локальный венозно-капиллярный

эритростаз, кровенаполнение ряда вен, а также зернистая дистрофия

гепатоцитов. Гепатоциты с жировой дистрофией встречались в единичных

портальных трактах. По данным морфометрических исследований

количество гепатоцитов с жировой дистрофией в печени животных опытных

групп было в среднем в 5 раз ниже показателя контрольных животных

(Таблица 5.3). На микропрепаратах не выявлялись азурофильные гепатоциты

и тельца Каунсильмена. Некрозу подвергались локально расположенные

единичные гепатоциты.
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Рисунок 5.12. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Зернистая и гидропическая дистрофия

гепатоцитов. Значительное количество гепатоцитов с резко азурофильной
цитоплазмой. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 5.13. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Зернистая дистрофия гепатоцитов. Тельца

Каунсильмена в виде округлых эозинофильных гомогенных структур с
одним или двумя пикнотическим ядрами или без ядра. Окраска

гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 5.14. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных контрольной группы. Жировая дистрофия гепатоцитов. Окраска

гематоксилином и эозином. Увеличение 10х20.

Рисунок 5.15. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 100 мг/кг. Зернистая
дистрофия гепатоцитов. Отдельные клетки с мелкокапельной жировой

дистрофией. Пролиферация Купферовских клеток. Окраска гематоксилином
и эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 5.16. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 200 мг/кг. Зернистая

дистрофия гепатоцитов. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение
10х20.

Рисунок 5.17. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 200 мг/кг. Зернистая

дистрофия гепатоцитов. Двуядерные гепатоциты. Окраска гематоксилином и
эозином. Увеличение 10х20.
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Рисунок 5.18. D-галактозаминовый гепатит. 14 сутки наблюдений. Печень
животных, получавших экстракт “Гипелив” в дозе 300 мг/кг. Отдельные

клетки с мелкокапельной жировой дистрофией. Окраска гематоксилином и
эозином. Увеличение 10х20.

По данным морфометрических исследований среднее число

некротизированных гепатоцитов у животных первой опытной группы было

на 36% ниже такового показателя у контрольных животных, во 2-4 опытных

группах – в среднем на 48%.

На 21 сутки эксперимента при D-галактозаминовом гепатите в

контрольной группе крыс сохранялись значительные отклонения

биохимических показателей по сравнению с данными интактной группы

животных. На фоне приема карсила в группе сравнения наблюдалось

снижение активности АЛТ и АСТ. У животных, получавших “Гипелив”,

кроме того, отмечали достоверные отличия показателей, характеризующих

холестаз, по сравнению с данными в контрольной группе животных.

Значительных патоморфологических изменений в этот срок наблюдения

выявить не удавалось.

Таким образом, экспериментальный гепатит, вызванный введением D-

галактозамина гидрохлорида, характеризовался развитием основных пато-

генетических синдромов повреждения печени: цитолиза, холестаза,
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гипоальбуминемии. При этом выявлялось развитие гипокоагуляцонных

нарушений, связанных со снижением уровня фибриногена, факторов

протромбинового комплекса ввиду нарушений синтезирующей функции

гепатоцитов. Динамика дополнительных показателей коагулограммы (АЧТВ,

ПИ, ПО и МНО) подтверждала нарушения свёртывания.

При тяжёлом течении патологического процесса в печени особое

значение приобретает возможность развития синдрома диссеминированного

внутрисосудистого свёртывания (ДВС), имеющего общебиологическую

направленность и способного приобретать каскадный характер (Подымова,

2005; Климова, 2018). Как известно, ДВС может протекать не только в

выраженной клинической форме, но и в виде компенсированного или

субкомпенсированного процесса (Баркаган, Момот, 1999), существенно

отягощать течение патологического процесса. Выявляемые

гипокоагуляционные нарушения у экспериментальных животных

соответствуют второй фазе ДВС-синдрома. Следовательно, нарушения

гемостаза при повреждении печени D-галактозамином гидрохлорида могут

вызываться сочетанием недостаточности синтетической функции

гепатоцитов в образовании факторов свёртывания и возможностью развития

ДВС-синдрома.

Определение коагуляционных нарушений свидетельствовало о диагно-

стической ценности данных отклонений в оценке степени тяжести,

вероятном прогнозе и необходимости коррекции при повреждениях печени.

В группе экспериментальных животных с D-галактозаминовым

гепатитом использование эталонного гепатопротектора карсила оказывало

положительное влияние на течение патологического процесса, достоверно

снижая степень цитолиза и холестаза на второй неделе, не оказывая

существенного влияния на гипоальбуминемию и проявления

гипокоагуляции.

Курсовое применение исследуемого экстракта в опытных группах

животных приводило к уменьшению отклонений биохимических
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показателей, характеризующих основные патогенетические звенья

повреждения печени. Введение “Гипелива” способствовало восстановлению

баланса между про- и антиоксидантной системами у белых крыс в условиях

D-галактозаминового гепатита. Цитолиз в опытной группе 2, получавшей

“Гипелив” в дозе 200 мг/кг, достоверно снижался уже на 7 сутки опыта,

уменьшение активности АЛТ и АСТ достигало значительного уровня, в то

время как в группе сравнения на фоне карсила – в меньшей мере. На основе

комплексной оценки уровня холестерина, ЩФ и ГГТП можно

констатировать, что применение “Гипелива” на модели D-галакто-

заминового гепатита сопровождалось значительным уменьшением явлений

холестаза.

Об улучшении функционального состояния гепатоцитов при введении

экстракта “Гипелив” свидетельствовало достоверное повышение уровня

альбуминов, фибриногена и возросший протромбиновый индекс,

отражающие увеличение функциональных возможностей и синтезирующей

способности гепатоцитов с ранних сроков эксперимента. Введение экстракта

приводило к достоверному уменьшению гипокоагуляции (причём на ранних

сроках эксперимента), но отчётливого дозозависимого эффекта при этом не

выявлено. Использование экстракта способствовало снижению индукции

процессов перекисного окисления липидов ненасыщенных жирных кислот,

тормозило накопление малонового диальдегида, причём достоверные

отличия наблюдались в ранние сроки эксперимента, уже на 7 сутки

наблюдения.

В группе животных, получавших исследуемый экстракт, с ранних

сроков эксперимента ограничивалось развитие дистрофических и

некротических процессов, уменьшалось количество апоптотически

измененных гепатоцитов, снижалась интенсивность мезенхимально-

воспалительных процессов. На 14 сутки опыта в данной группе животных

при сохранении архитектоники и балочной структуры долек отмечалось

усиление репаративных процессов и уменьшение лимфогистиоцитарной
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инфильтрации, на микропрепаратах не выявлялись азурофильные гепатоциты

и тельца Каунсильмена.

Таким образом, применение изучаемого экстракта сухого “Гипелив” в

экспериментально-терапевтических дозах при повреждении печени D-

галактозамином гидрохлоридом оказывало выраженное гепатопротективное

действие с ингибированием процессов ПОЛ, с коррекцией

гипокоагуляционных нарушений, уменьшением степени

патоморфологических изменений, усилением процессов регенерации. При

повышении дозы препарата до 200 и 300 мг/кг гепатопротективный эффект

существенно не нарастал. На фоне снижения деструктивных процессов в

печени животных, получавших испытуемый экстракт, отмечались более

выраженные репаративные процессы. При оценке фармакотерапевтической

эффективности экстракта “Гипелив” установлено, что исследуемое

растительное средство способно уменьшать выраженность окислительного

стресса, вызванного введением D-галактозамина гидрохлорида,

восстанавливая баланс между про- и антиоксидантной системами организма,

а также повышая его энергетический статус и тем самым угнетая

выраженность течения острого или снижая риск обострения хронического

гепатита.
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Заключение

Потребность в получении эффективных гепатопротективных средств

определяется значительной продолжительностью периода реконвалесценции

вирусных гепатитов с постепенным восстановлением структуры печени,

уменьшением проявлений мезенхимально-воспалительной реакции и

холестатических нарушений (Ющук, 2017; Климова, 2018; Sarin et al., 2016;

Manns et al., 2017; Muriel, 2017; Sherlock, Dooley, 2018). Для достижения

полного выздоровления, снижения вероятности развития рецидивов и

хронизации необходимо проводить коррекцию с влиянием на основные

патогенетические факторы повреждения печени (Руководство …, ВОЗ; 2015:

Климова, 2018; Yehia et al., 2014; Lavanchy, 2004; Sidharthan et al., 2015;

Manns et al., 2017). Сложность воздействия на патологический процесс

связана с многогранной ролью печени в метаболизме, осуществлении

детоксикации, сохранении гомеостаза, фармакокинетике лекарственных

средств (Ющук, 2017; Kuntz, Kuntz, 2000; Sherlock, Dooley, 2018)

Современные комплексные фитосредства, применяемые в виде сухих

экстрактов, позволяют контролировать стабильность содержания БАВ,

осуществлять стандартизацию и обеспечить более высокую

фармакотерапевтическую эффективность (Николаев, 1992; Даргаева и др.,

2000; Новиков, Климкина, 2005;  Лякина, 2006; Колхир и др., 2013).

В данной работе впервые определены фармакологические свойства и

установлена фармакотерапевтическая эффективность экстракта “Гипелив”

при экспериментальных гепатитах. Использование на двух

экспериментальных моделях повреждения печени позволили получить

достаточную характеристику гепатопротективных свойств полученного

экстракта, обладающего желчегонной, противовоспалительной,

иммуномодулирующей и противовирусной активностью.

Экстракт является безвредным веществом, снижает выраженность

процесса перекисного окисления липидов, способствует стабилизации и
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восстановлению структурно-функциональной целостности мембраны

гепатоцитов. Данный эффект обусловлен наличием в его составе

преимущественно флавоноидов (производных рутина, изорамнетина),

алкалоидов и других представителей фенольных соединений и

полисахаридов (Растительные …, 1985). “Гипелив” обладает выраженным

противовоспалительным, иммуномодулирующим, противовирусным и

желчегонным свойствами.

Изучаемый экстракт “Гипелив” в экспериментально-терапевтических

дозах оказывает выраженное гепатопротективное влияние при D-

галактозаминовом гепатите, ограничивая выраженность окислительного

стресса, восстанавливая баланс между про- и антиоксидантной системами

организма, повышая его энергетический статус и тем самым угнетая

выраженность патологических изменений в печени, корректируя развитие

основных патогенетических синдромов цитолиза и холестаза. Повышение

уровня альбуминов, фибриногена и уменьшение гипокоагуляции отражали

увеличение функциональных возможностей и синтезирующей способности

гепатоцитов с ранних сроков эксперимента. Морфологические исследования

свидетельствовали об ограничении развития дистрофических и

некротических процессов, уменьшении количества апоптотически

измененных гепатоцитов, снижении интенсивности лимфогистиоцитарной

инфильтрации и восстановление структуры органа.

При ССl4-гепатите в группах животных, получавших экстракт

“Гипелив”, с ранних сроков наблюдения достоверно снижалась

интенсивность ПОЛ, активность АЛТ и АСТ, свидетельствуя об ограничении

цитолиза, а также существенно снижались явления холестаза. Значительные

нарушения липидного обмена, характеризующиеся повышением содержания

триглицеридов, ЛПНП, холестерина и снижением ЛПВП, развивающиеся при

ССl4-гепатите, достоверно уменьшались на седьмые сутки наблюдения при

применении “Гипелива”. Морфометрические исследования позволили

отметить при этом значительное снижение жировой дистрофии  гепатоцитов.
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Экстракт “Гипелив” в дозе 100 мг/кг при тетрахлорметановом гепатите на 7

сутки опыта оказывал холеретическое воздействие, сопоставимое с эффектом

референтного гепатопротектора карсила. О повышении функциональных

возможностей гепатоцитов при приеме изучаемого экстракта

свидетельствовало улучшение синтетической функции с увеличением уровня

альбуминов в сыворотке крови и изменение качественного состава желчи,

повышение концентрации  желчных кислот. Морфологические исследования

подтверждали данные о позитивном влиянии “Гипелива” на

функциональную активность гепатоцитов, отражали усиление

регенераторных процессов на фоне его применения. Повышение

холеретической реакции подтверждало отчётливое гепатопротективное

влияние “Гипелив” при СС14- гепатите.

Таким образом, в экспериментальных условиях  установлены

гепатопротективные свойства экстракта сухого “Гипелив”
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ВЫВОДЫ

1. Экстракт сухой “Гипелив” обладает противовоспалительной,

желчегонной, противовирусной и иммуномодулирующей активностью

благодаря содержанию в нем биологически активных веществ,

преимущественно, флавоноидов, каротиноидов, алкалоидов и др.;

2. В экспериментально-терапевтических дозах экстракт сухой

“Гипелив” при тетрахлорметановом гепатите оказывает гепатопротективное

влияние, ингибируя деградацию липопопротеидов, способствуя стимуляции

холереза, коррекции липидного обмена, ограничивая выраженность стеатоза

печени;

3. “Гипелив” в экспериментально-терапевтических дозах проявляет

фармакотерапевтическую эффективность при повреждении печени D-

галактозамином, способствуя уменьшению гипоальбуминемии,

гипокоагуляции, обеспечивая восстановление структуры органа с

уменьшением проявлений апоптоза, ограничивая выраженность

мезенхимально-воспалительной реакции;

4. В основе гепатопротективного влияния исследуемого средства

лежат его выраженные антиоксидантные, антирадикальные,

мембраностабилизирующие и противовирусные свойства с уменьшением

выраженности окислительного стресса, снижением степени выраженности

патогенетических синдромов повреждения печени: цитолиза, холестаза,

мезенхимально-воспалительной реакции.
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СПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

АЛТ – аланинаминотрансфераза
АОС – антиоксидантная система
АСТ – аспартатаминотрансфераза
АТФ – аденозинтрифосфат
АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время,
aHCV, Анти-ВГС – антитела к вирусу гепатита С,
БАВ – биологически активные вещества
ВГ – восстановленный глютатион
ВГС – вирусный гепатит С
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения
ГГТП – γ-глютамилтранспептидаза,
ГЦК – гепатоцеллюлярная карцинома
ГДГ – глутаматдегидрогеназа
ГП – глутатионпероксидаза
ДВС – диссеминорованное внутрисосудистое свёртывание
ЛПНП – липопротеиды низкой плотности
ЛПВП – липопротеиды высокой плотности
МБС – модельная биологическая система
МНО – международное нормализованное отношение
МДА – малоновый диальдегид
МК – молочная кислота
НАДФ – никотинамидадениндинуклеотидфосфа́т
ОВГС – острый вирусный гепатит С,
ПВ - протромбиновое время
ПВТ – противовирусная терапия,
ПИ - протромбиновый индекс,
ПО - протромбиновое отношение
ПОЛ – перекисное окисление липидов
ПППД – препараты прямого противовирусного действия
РНК – рибонуклеиновая кислота
СДГ – сукцинатдегидрогеназа
СРО – свободнорадикальное окисление
ТГ - триглицериды,
УВО – устойчивый вирусологический ответ,
ХГС - хронический гепатит С
ХВГС – хронический вирусный гепатит С
ЦПД – цитопатогенное действие
ЩФ – щелочная фосфатаза
CCl4 – четырёххлористый углерод
DCV, DAC – даклатасвир,
GSH – восстановленный глутатион
LDV – ледипасвир
OBV/PTV/r+DSV – комбинация омбитасвира, паритапревира,

ритонавира и дасабувира,
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PAR, PTV – паритапревир,
RIT – ритонавир,
SOF – софосбувир
VEL – велпатасвир


