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АНОТАЦІЯ

Шевчук О.О. Обґрунтування застосування вуглецевих ентеросорбентів та препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактора для мінімізації побічних реакцій протипухлинних лікарських засобів. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – Тернопільський національний медичний університет імені І.Я. Горбачевського Міністерства охорони здоров’я України (виконання роботи), Тернопіль; – ДУ «Інститут фармакології та токсикології НАМН України» (захист), Київ, 2020. 

Дисертаційна робота присвячена експериментальному обґрунтуванню застосування вуглецевих ентеросорбентів та препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору для зменшення побічної дії протипухлинних лікарських засобів.  

Пошук нових ефективних лікарських засобів, біоматеріалів та речовин для пом’якшення та зменшення інтенсивності побічних реакцій протипухлинної хіміотерапії є надзвичайно актуальним завданням фармакології. Адже саме побічна дія антинеопластичних препаратів може призводити до переривання та відстрочення запланованих курсів хіміотерапії, що значно знижує ефективність лікування в цілому та погіршує прогноз і виживаність таких пацієнтів. Протипухлинні лікарські засоби характеризуються відсутністю тропності та вибірковості дії, переважно їх мішенню є клітини, які швидко діляться. Це призводить до того, що окрім атипових клітин страждають і здорові клітини та тканини з високим темпом проліферації, в тому числі кровотворні та імунокомпетентні органи: кістковий мозок, слизові оболонки шлунково-кишкового тракту, волосяні фолікулів, гонади, тощо. Для окремих класів лікарських засобів характерна ще й специфічна побічна дія, як, наприклад, розвиток гострої та хронічної кардіотоксичності при застосуванні антрациклінових антибіотиків (як доксорубіцин, даунорубіцин та інші), ураження нирок препаратами цисплатину тощо. 

Розвиток злоякісного процесу часто супроводжується порушенням детоксикаційної функції організму, змінами процесів метаболізму, порушенням ряду біохімічних реакцій через швидкий ріст та поділ атипових пухлинних клітин, що призводить до розвитку вираженої ендогенної інтоксикації та накопичення проміжних і кінцевих низькомолекулярних та середньої маси метаболітів. Проведення лікувальних заходів (хірургічних, хіміотерапевтичних, радіотерапії, чи їх поєднання) призводить до поглиблення описаних явищ. Саме тому розробка засобів та методів детоксикації – надзвичайно актуальна проблема медицини. Безумовно, гемосорбція є одним з найефективніших методів екстракорпоральної очистки крові. Однак, ця інвазійна процедура потребує оперативного доступу до судин, кваліфікованого та обізнаного з особливостями процедури персоналу, спеціальних приладів, строгого дотримання правил асептики та антисептики, що унеможливлює її широке застосування поза межами лікарні. Переваги тут має ентеросорбція – пероральне вживання біоматеріалів з сорбційними властивостями. На сьогодні отримано багато позитивних результатів її застосування при різних патологічних станах та захворюваннях, однак в науковій літературі є лише нечисленні фрагментарні дані, датовані початком 80-их років минулого століття щодо можливостей корекції мієлотоксичності класичної цитотоксичної протипухлинної хіміотерапії. 

Препарати гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Г-КСФ), такі як філграстим, ленограстим, є препаратами вибору для попередження та лікування лейкопенії та фебрильної нейтропенії при проведенні курсів протипухлинної хіміотерапії і включені до протоколів лікування. Впровадження вітчизняних біосимілярів – аналогів Г-КСФ, які були б значно дешевші за брендові препарати, допомогло б охопити більше пацієнтів, які потребують надання такої медичної допомоги. 

Вищевказане обумовлює наукову та практичну вагу і значимість вивчення та обґрунтування застосування відомих волокнистих та нових гранульованих вуглецевих ентеросорбентів і препаратів Г-КСФ для попередження та лікування побічної дії протипухлинних лікарських засобів, а саме мієло- нефро-, гепато-, кардіо- та гонадотоксичності. 

Для досягнення мети роботи були використані наступні експериментальні умови: введення волокнистого вуглецевого ентеросорбента Карболайн окремо та разом з алкілуючим цитостатиком цисплатином щурам з перевивною карциномою Герена; порівняльне дослідження ефективності гранульованих ентеросорбентів С1 та С2, застосування більш ефективного з них окремо та разом з препаратами Г-КСФ (філграстим та розробка ІЕПОР НАН України – рекомбінантний Г-КСФ, р-ГКСФ) здоровим щурам та щурам з перевивною карциномою Герена на тлі внутрішньовенного введення алкілуючого цитостатика мелфалану у дозах 3, 4 та 5,5 мг/кг; та за умов субхронічної доксорубіцинової токсичності. Усі дози для тварин розраховували виходячи з коефіцієнту видової чутливості та на основі результатів попередніх досліджень. Проведено визначення та проаналізовано гематологічні та біохімічні показники, стан прооксидантно-антиоксидантної системи, функціонування печінки, нирок та серця, морфологічне дослідження тканин печінки, нирок, селезінки, кісткового мозку, серця, тонкої кишки та сім’яників. 

Встановлено, що у процесі розвитку перевивної карциноми Герена втрата маси тіла досліджуваних тварин склала (9,4±4,1) % у групі пухлинного контролю та (7,4±3,6) % у тварин з карциномою Герена, які отримували Карболайн. Після курсу цисплатину втрата маси тіла у щурів склала (13,1±8,7) %, а додаткове введення Карболайну продемонструвало чітку тенденцію до зниження показника. При введенні цисплатину спостерігалася тенденція до зростання відносної маси печінки та селезінки, яке було максимально виражене у тварин групи пухлинного контролю. Застосування ентеросорбції сприяло нормалізації маси органів, окрім маси селезінки у групі щурів, яким вводили Карболайн. 

Було встановлено, що розвиток карциноми Герена та введення цисплатину зумовлюють пошкодження нирок у щурів. Зростають відносна маса нирок та інтенсивність протеїнурії, спостерігаються зміни активності 
γ-глутамілтрансферази та лактатдегідрогенази у гомогенаті тканин нирок та сечі, знижуються показники відносної реабсорбції та клубочкової фільтрації, що підтверджується і отриманими нами результатами. Так, введення цисплатину викликає підвищення рівня креатиніну на 22,9 % порівняно з контрольною групою тварин (р<0,05). А при застосуванні Карболайну спостерігається чітка тенденція до нормалізації цього показника. Рівень сечової кислоти та активність АлАТ залишалися без достовірних змін, тоді як активність АсАТ зростала у 1,4 раза під впливом цисплатину, а застосування на тлі цитостатика Карболайну – нормалізує вказаний показник. Отримані нами тенденції системної токсичності препаратів платини знайшли відображення і при дослідженні гістологічної картини внутрішніх органів – печінки, нирок і селезінки. 
Отже, проведеними дослідженнями підтверджено, що застосування ентеросорбції значно нівелює негативний вплив цисплатину на функцію та структуру внутрішніх органів. Однак, отримані нами результати мають значення лише у випадку, якщо застосування Карболайну не зменшує протипухлинну активність антинеопластичних лікарських засобів. Тому наступним етапом стало вивчення впливу ентеральної сорбційної терапії на ріст та розвиток перевивної пухлини. Так, об’єм пухлини достовірно зменшувався під впливом цисплатину та у групі КГ + цисплатин + Карболайн. Така ж тенденція спостерігалася й щодо маси пухлин. Застосування Карболайну разом з цисплатином значно змінювало структуру пухлини, яка проростала сполучною тканиною. 

При проведенні дослідів з мелфаланом, нами було встановлено, що його внутрішньовенне введення у дозі 3 мг/кг викликає виражені побічні ефекти та слугує адекватною моделлю цитотоксичної мієлодепресії. Порівняльне дослідження мієлопротекторних властивостей досліджуваних ентеросорбентів показало, що ентеросорбент С1 викликає зростання рівня лейкоцитів на 106,9 % 
(у 2 рази), при цьому абсолютна кількість нейтрофілів зростає на 119,0 %, а лімфоцитів – на 92,4 % у порівнянні з тваринами, які отримали мелфалан. При введенні ентеросорбенту С2 спостерігається більш виразна активація проліферації клітин кісткового мозку, з появою юних незрілих форм (промієлоцитів, мієлоцитів та метамієлоцитів) у периферичній крові. Загальна кількість лейкоцитів зростає на 350,0 % (у 4,5 раза) порівняно з тваринами, які отримували лише мелфалан, причому цей показник на 117,4 % вищий порівняно з групою тварин, які у якості коригуючого чинника отримували С1. Спостерігається тенденція до підвищення рівня еритроцитів та гемоглобіну.

Порівняльне дослідження обох ентеросорбентів показало, що за умов внутрішньовенного введення алкілуючого цитостатика мелфалану у дозі 3 мг/кг адсорбент С2 переважає традиційний С1 і за іншими параметрами, зокрема має більш виражений нефропротекторний ефект, пригнічує процеси ліпопероксидації, викликає зниженням рівня ендогенної інтоксикації та сприяє відновленню і активації ферментної та неферментної ланок антиоксидантного захисту. 

Мелфалан у дозі 4 мг/кг одноразово внутрішньовенно викликає зниження кількості лейкоцитів на 75,6 %, еритроцитів – на 10,3 %, та рівня тромбоцитів – на 59,9 %, (чого не спостерігалось при введенні цитостатика у дозі 3 мг/кг). При застосуванні ентеросорбенту С2 вміст лейкоцитів зростає на 43,8 %, під впливом філграстиму та р-ГКСФ – на 57,0 % та 53,9 % відповідно порівняно з тваринами, яким вводили алкілуючий цитостатик. 

Поєднання філграстиму та С2 максимально ефективне для корекції досліджуваних показників: вміст лейкоцитів зростає на 138,3 % у порівнянні з тваринами, які не отримували коригуючих чинників, та достовірно вищий на 65,8% у порівнянні з групою тварин, які отримували лише сорбент. Цей показник вищий на 51,7 % відносно групи, яка отримувала лише філграстим, та на 54,8 % – відносно групи тварин, які отримували лише р-ГКСФ. Окрім цього, у групі L–PAM4 + C2 + філграстим спостерігається зростання рівня тромбоцитів на 98,5 % порівняно з контрольною патологією. Цей показник достовірно вищий на 126,4% відносно групи L–PAM4+філграстим та на 112,3 % - відносно групи L–PAM4+ р-ГКСФ. 

Комбіноване застосування ентеросорбенту С2 і філграстиму супроводжується більш суттєвим нефропротекторним ефектом, покращенням мікроскопічної структури досліджуваних органів – тонкої кишки, печінки, нирок, селезінки та яєчок. 

При дослідженні процесів апоптозу та некрозу лімфоцитів і нейтрофілів за допомогою проточної цитофлуометрії встановлено, що застосування ентеросорбенту С2, як і введення філграстиму, у якості монозастосування чи в комбінації, не викликає достовірних змін відсоткового співвідношення лімфоцитів на стадії раннього чи пізнього апоптозу у порівнянні з групою щурів, які отримували мелфалан без препаратів корекції. Щодо нейтрофілів, спостерігається така ж тенденція. Таким чином, ми можемо зробити висновок, що застосування чинників корекції не знижує проапоптотичної активності мелфалану та не компрометує його канцеростатичні ефекти. 

При дослідженні ефектів комбінації ентеросорбенту С2 та р-ГКСФ, синтезованого ІЕПОР НАНУ, за умов застосування високих доз мелфалану 5,5 мг/кг встановлено, що така комбінація повністю запобігає загибелі піддослідних тварин, тоді як у групі тварин, які не отримували чинників корекції, летальність складала 71,4 %.  

При субхронічній доксорубіциновій токсичності спостерігається ремоделювання камер серця. Застосування ентеросорбенту С2 нормалізує морфометричні показники: ендокардіальна поверхня лівого шлуночка зменшується на 21,3 %, а планіметричний індекс – на 22,9 %. Комбіноване застосування обох препаратів корекції має такі ж синергічні тенденції: вказані показники знижуються на 23,2 % та 22,4 % відповідно порівняно з групою тварин, які отримували лише доксорубіцин, та не відрізняються від показників групи DOX + С2. 

Встановлено, що застосування ентеральної сорбційної терапії пом’якшує  прояви функціональної неспроможності серця, печінки та нирок. Так, активність ферментів АсАТ, КФК-МВ та АлАТ знижується на 22,2 %; 13,2 % та 15,8 % відповідно. Рівень загального білка зростає на 30,1 %. Вміст креатиніну та сечовини знижується на 16,9 % та 14,2 %, рівень МСМ1 та МСМ2 – на 32,1 % та 27,4 % відповідно у групі DOX+C2 у порівнянні з тваринами, які не отримували чинників корекції. Спостерігається зниження рівня прозапальних цитокінів TNF-α та IL-1ß, які відіграють важливу роль у прогресуванні серцевої недостатності та процесах ремоделювання камер серця. 

Застосування ентеральної сорбційної терапії має виражену тенденцію до нормалізації досліджуваних показників кардіогемодинаміки. З 26-и досліджуваних параметрів, які були змінені під впливом доксорубіцину, переважна кількість, а саме 19, демонструють тенденцію до нормалізації під впливом сорбційної ентеральної терапії. Звертає на себе увагу покращення показників енергетичного балансу міокарду, насосної функції міокарда. Ми спостерігаємо нормалізацію показника фракції викиду, яка зростає з (39,62±10,51) % до (46,23±11,46) %, в той час як у контрольній групі цей показник становить (46,15±11,83) %. 
За результатами проведених експериментальних досліджень отримано нові дані і поглиблено існуючі уявлення про механізми розвитку побічних ефектів цитотоксичних протипухлинних лікарських засобів (цисплатину, мелфалану та доксорубіцину) в експерименті та доведено ефективність їх корекції за допомогою ентеросорбції із застосуванням вуглецевих волокнистого ентеросорбенту Карболайн та гранульованого ентеросорбенту С2 (насипна вага 0,18 г/см3, розмір гранул 0,15-0,25 мм, площа поверхні пор за BET становить 2162 м2/г, площа мезопор - 565 м2/г) і препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору, особливо при їх комбінованому використанні. 

Ключові слова: мелфалан, цисплатин, доксорубіцин, цитостатична мієлодепресія, субхронічна токсичність доксорубіцину, карцинома Герена, ентеросорбція, рекомбінантний гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор, філграстим, кістковий мозок, периферична кров, печінка, нирки, селезінка, тонка кишка, сім’яники.  
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The dissertation describes the experimental ground for use of carbon enterosorbents alone and in combination with hematopoietic cytokine, granulocyte colony-stimulating factor, to ameliorate the side effects of anti-cancer drugs. 

A search of new effective drugs, biomaterials, and substances to ameliorate side effects of anti-cancer chemotherapy is an extremely actual problem. Because the adverse effects of antineoplastic agents may cause delay and disruption of planned courses of tumoricidal chemotherapy. It decreases the efficacy and efficiency of the treatment and makes poor prognosis and survival rate of such patients.   

Anti-cancer drugs have no selectivity, predominantly their target is fast-dividing cells. Because of that healthy cells and tissues with a high rate of proliferation are damaged by anti-cancer chemotherapy, including hemopoietic and immune system as bone marrow, mucous membranes of the gastrointestinal tract, hair follicles, gonads, etc. Some certain classes of drugs produce specific types of toxicity and side effects as acute and chronic cardiotoxicity caused by anthracyclines antibiotics (doxorubicin, daunorubicin), kidney damage caused by cisplatin and others.  

Growth and development of malignancy are accompanied by a violation of the drug pharmacodynamics, detoxifying function of the body, metabolism changes, and biochemical reactions disruption. The high rate of the dividing of atypical cells produces significant endogenous intoxication syndrome with the accumulation of final and intermediate metabolites of low and medium molecular mass. Treatment options (surgery, chemotherapy, radiotherapy, or its combination) just aggravate and enhance those processes. That is why approving, improvement, and implementation pf means and methods of detoxification of the organism of oncological patients is an important goal. Hemadsorption is one of the most effective extracorporeal methods of purifying the blood. But it is an invasive procedure, which requires skilled staff, constant vessel dissection, and specialized devices, strict following of aseptic and antiseptic rules. It makes the use of it out of the hospital impossible. In this case, enterosorption – peroral use of high doses of oral adsorbents, has a lot of benefits and advantages, because it does not require all abovementioned. We have a lot of facts about the successful applying of enteral sorption therapy for different pathological states and diseases. Unfortunately, there are only fragmented data and a few scientific articles, dated 80th years of 21 century, dedicated to the capacity of oral adsorbents to fight myelotoxicity caused by conventional anti-cancer chemotherapy.

Preparations of granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), as filgrastim, lenograstim, are the drugs of choice to treat and prevent leukopenia and febrile neutropenia during anti-cancer chemotherapy courses. It is an essential part of protocols and guidelines of treatments. Designing and implementing the national biosimilar analog of G-CSF, which is much cheaper would like to help to provide necessary medical aid to a greater number of patients. 

All the above-mentioned facts emphasize and point the practical and scientific significance of study and ground to use well-known fibrous and newly-designed granular oral carbon adsorbents and biosimilars of G-CSF for prophylaxis and treatment of typical side effects of anti-cancer drugs as myelo-, nephro-, hepato-, cardio- and gonadotoxicity. 

Following experimental models were used to achieve our goals: administration of fibrous carbon adsorbent Carboline alone and with alkylating cytostatic cisplatin in rats with Guerin carcinoma grafts; screening of efficiency of newly-designed granular enterosorbents C1 and C2; administration of more effective oral carbon adsorbent C2 alone and in combination with preparations of G-CSF (filgrastim and recombinant G-CSF of IEPOR of NAS of Ukraine production – r-GCSF)  to healthy rats and Guerin carcinoma-grafted rats, which received bifunctional alkylating agent melphalan at the doses of 3, 4 and 5.5 mg/kg; and in the model of Subchronic doxorubicin toxicity in rats. All doses for experimental animals were calculated according to the species sensitivity and results of the previous experiments. Hematological, biochemical parameters and markers, prooxidant-antioxidant system balance, the functioning of liver, kidneys, and heart, histological assessment of tissues of bone marrow, peripheral blood, liver, kidneys, heart, small intestine, and testes were performed and analyzed.  

It was found that Guerin carcinoma growth provokes the loss of rats’ body mass by (9.4±4.1) % in the tumor control group and (7.4±3.6) % in Guerin carcinoma-grafted rats, which received Carboline. Cisplatin administration caused the maximal loss of body mass in rats by (13.1±8.7) %, while Carboline adding decreases this parameter in 1.6 times. We observed that cisplatin promotes a clear tendency to increase of relative mass of liver and spleen. Enterosorption normalized mass of inner organs, except for spleen mass in a group of rats, which got Carboline alone. 

We found that Guerin carcinoma growth and cisplatin administration damage kidney tissues and function in rats. Creatinine levels increased by 22.9 % compared to the intact rats (р<0.05). Carboline demonstrates a clear tendency to normalization of this parameter. Uric acid concentration and ALT activity did not change significantly, but AST activity increased by 1.4 times in tumor-grafted rats, which got cisplatin. Carboline administration normalizes such an index. 

Same tendencies we observed at the histological examination of liver, kidneys, and spleen. So, the results of our experiment demonstrate that enterosorption significantly ameliorates the side effects of cisplatin and Guerin carcinoma growth in rats. But it is mattering only in one case if Carboline does not affect the tumoricidal activity of cisplatin. So next we studied the effects of enterosorption on the growth and development of Guerin carcinoma in rats. Our results showed that the volume of tumors significantly decreases in rats which got cisplatin and in a group of Guerin carcinoma grafted rats, which got both and cisplatin and Carboline. The same tendency was of a mass of tumors. Carboline administration promotes connective tissue growth in the carcinoma tissues. 

Our experiments with melphalan confirmed that its single intravenous injection at the dose of 3 mg per kg promotes significant side effects, and it is a relevant model of cytotoxic myelosuppression. A comparative study of two carbon granular oral adsorbents shows that enterosorbent C1 increases white blood cell count (WBC) by 106.9 % (by 2 times), including neutrophils count – by 119.0 % and lymphocytes – by 92.4 % compared to the group of rats, which received melphalan. C2 administration promoted more significant bone marrow proliferation: we observed non-mature blood cells in peripheral blood (promyelocytes, myelocytes, and metamyelocytes). WBC increased by 350.0 % (by 4.5 times) compared to the Melphalan group. This parameter was higher by 117.4 % compared to the group of rats, which received for correction C1. We fixed the tendency to increase the hemoglobin level and erythrocytes count.  

A comparative study demonstrates that C2 is more effective than C1 in melphalan injection at the dose of 3 mg/kg for other parameters too. We observed significant nephroprotective effect, suppression of excessive lipid peroxidation processes, decreasing of endogenic intoxication syndrome, as well as restoring of enzyme and non-enzyme part of antioxidant defense. 

Results of our experiments showed that Melphalan at the dose of 4 mg/kg decreased leukocytes count by 75.6 %, erythrocytes count – by 10.3 %, platelets – by 59.9 % (last was not observed at the injection at the dose of 3 mg/kg). Enterosorbent C2 promotes increasing of leukocytes count by 43.8 %, while filgrastim and r-GCSF – by 57.0 % and 53.9 % respectively. There was only a slight positive tendency for improvement of other hematological parameters. 

A combination of filgrastim and C2 was maximal effective: leukocytes count increased by 138.3 % compared to rats, which did not receive correction, and it was higher by 65.8 % compared to rats, which got the only enterosorbent. This parameter was better by 51,7 % compared to the group, which received filgrastim only, and – by 54.8 % which received only r-GCSF. The most important thing, we observed increasing platelets count by 98.5 % compared to the control pathology group. It was higher by 126.4 % compared to the L-PAM4+filgrastim group, and by 112.3 % - compared to the L-PAM4+r-GCSF group.

The combined use of enterosorbent C2 and filgrastim has a more prominent nephroprotective effect, enhances the microscopic structure of small intestine, liver, kidneys, spleen, and testes.  

Investigation of lymphocytes’ and neutrophils’ apoptosis and necrosis processes with flow cytofluorometry showed that both enterosorbent C2 and filgrastim alone or in combination did not significantly change the percentage of cells at the early or late stage of apoptosis. It was the same tendency for lymphocytes as well as for neutrophils compared to the group of rats which did not receive any correction. It means, that both drugs do not affect the proapoptotic activity of melphalan and would not compromise its tumoricidal effects.  

The combined use of enterosorbent C2 and r-GCSF of IEPOR production at the melphalan injection at the dose of 5.5 mg/kg prevents the death of rats. At the same time in the group which did not receive the correction, the lethality rate was 71.4 %. 

Subchronic doxorubicin toxicity is a classical model of heart damage and we observed remodelling of the heart chambers. Administration of C2 enterosorbent normalizes morphometric parameters: area of endocardial surface shrank by 21.3 %, planimetric index – by 22.9 %. The combined use of C2 and filgrastim demonstrates the same tendencies: mentioned indices decreased by 23.2 % and 22.4 % respectively compared to the group of rats, which did not receive any correction and were the same as in group DOX+С2. 

We found that enteral sorption therapy ameliorates violation of heart, liver, and kidneys damage and dysfunction. The activity of main markers AST, CPK-MB decreases by 22.2 %, 13.2 %, and 15.8 % respectively. Total protein level increases by 30.1 %. Creatinine and urea concentration decreased by 16.9 % and 14.2 %, while MWM1 and MWM2 – by 32.1 % and 27.4 % in DOX+C2 group compared to the rats, which did not receive any correction. We observed decreasing of TNF-α and 
IL-1ß level. These pro-inflammatory cytokines play an important role in heart failure progress and myocardium remodelling processes. 

Doxorubicin at the total dose of 20 mg/kg caused a pronounced violation of cardiohemodynamics. Systolic indices as Ejection fraction, stroke work, end-systolic elastance (Emax), end-systolic pressure – all these indices demonstrated a tendency to decline, preload adjusted maximal power (PaMP) was lower by 57.6 % compared to the control group. End-diastolic volume significantly increased by 54.6 %, the index of peak rate of pressure tends to decline, as well as Tau (w). Morphometry showed dilation of the left ventricle and increased planimetric index. At the same time, the diastolic indices were disrupted too. 

Enteral sorption therapy mostly normalized and improved the violated indices and decreased the rate of mortality of rats. We observed shrinking of the endocardial surface of the left ventricular wall area by 21.3% and decreasing of Planimetric Index. Those results demonstrate that enterosorption could prevent remodeling of the heart chambers. Our cardiohemodynamics investigations included more than 20 parameters and though mostly they are not statistically significant we want to underline the positive trends in DOX+C2 rats comparing to DOX-group, especially in Ejection Fraction and Stroke Work parameters as they are the important indicators of the effectiveness of cardiac pump function. Such results could be explained by the fact that measurement of hemodynamics was done one week later after the last 4th injection of doxorubicin, and we observed the consequences of mechanisms of adaptation in survived rats.

The results of our research established new data and spread the existing hypotheses concerning side effects of anti-cancer drugs (cisplatin, melphalan, and doxorubicin). It was ground and proved the capacity of enterosorption to ameliorate the adverse effects of the above-mentioned drugs. We showed the effectiveness of fibrous carbon oral adsorbent Carboline and newly designed carbon granular oral adsorbent C2 (bulk density of 0.18 g/cm3, the diameter of granules  of 0.15-0.25 мм, BET area of 2162 m2/g, mesopore area of 565 m2/g) and preparations of granulocyte colony-stimulating factor, especially in combined use. 

Key words: melphalan, cisplatin, doxorubicin, cytostatic myelosuppression, doxorubicin subchronic toxicity, Guerin carcinoma, enterosorption, recombinant granulocyte colony-stimulating factor, filgrastim, bone marrow, peripheral blood, liver, kidneys, spleen, small intestine, testes.
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перелік умовних позначень, скорочень і термінів

АлАТ – аланінамінотрасфераза

АсАТ – аспартатамінотрансфераза

АПФ – ангіотензин-перетворюючий фермент 

АРА2 – антагоніст рецепторів ангіотензину 2 

Г-КСФ – гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор 

ДКМП – дилятаційна кардіоміопатія 

ЗАА – загальна антиокислювальна активність

КГ – карцинома Герена

КФК-МВ – креатинфосфокіназа-МВ

ЛЗ – лікарський засіб

МК – масовий коефіцієнт

МСМ – молекули середньої маси 

НХЕ – нормохроматофільні еритроцити

ПІ –  планіметричний індекс (ПСЛШ/ПСПШ)

ПОЛ – пероксидне окиснення ліпідів 

ПСЛШ – площа ендокардіальної поверхні стінки лівого шлуночка

ПСПШ – площа ендокардіальної поверхні стінки правого шлуночка

ПХЕ – поліхроматофільні еритроцити

р-ГКСФ – рекомбінантний гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор, розробка ІЕПОР імені Р.Є. Кавецького

СОД – супероксиддисмутаза 

СН – серцева недостатність 

ТБП – ТБК-активні продукти

ЦП – церулоплазмін 

ШКТ – шлунково-кишковий тракт 

ФН – фебрильна нейтропенія 

ФНП-α – фактор некрозу пухлин-альфа
ЯК – ядровмісні клітини

BET – модель Брунера-Еммета-Теллера (Brunauer-Emmett-Teller model) для розрахунку розподілу пор сорбента 

BJH – модель Барретта-Джойнера-Халенди (Barrett-Joyner-Halenda model) для розрахунку розподілу пор сорбента 

DOX – доксорубіцин 

DOXol – 13-дигідродоксорубіцин або доксорубіцинол

DR – модель Дубініна-Радушкевіча (Dubinin-Radushkevich model) для розрахунку розподілу пор сорбента 

G-SH – відновлений глутатіон 

Heat shock factor, Hsp – фактор теплового шоку 
IL-1ß – інтерлейкін 1бета

L-PAM – мелфалан, L-сарколізин 

LPS – ліпополісахарид 

TNF-α – фактор некрозу пухлин альфа

ВСТУП

Актуальність дослідження. Сучасна поліхіміотерапія з використанням протипухлинних препаратів у високих дозах забезпечує значний прогрес у лікуванні багатьох онкологічних захворювань. Однак висока токсичність антинеопластичних препаратів є одним із основних лімітуючих факторів ефективного лікування. Зменшення частоти розвитку побічної дії цитотоксичних препаратів без ослаблення їх протипухлинної активності – актуальна проблема сучасної онкології, вирішення якої дозволить суттєво покращити якість життя хворих та ефективність хіміотерапії [Stringer A. M., et al., 2009; Бондаренко І.М., та ін., 2012; Spears N. et al., 2019; Aoullay Z., et al., 2020].   

Застосування у практиці лікування онкологічних захворювань масивної хіміо- та променевої терапії призводить до пригнічення кровотворної функції кісткового мозку [Santolaya ME, et al., 2007; Викторов А.П., Матвеева Е.В., 2010;  Szwajcer D., et al., 2011; Xing, C., et al., 2019]. Особливо небезпечним ускладненням є розвиток лейкопенії та фебрильної нейтропенії. Бактеріальні та грибкові інфекції у пацієнтів із нейтропенією – основна причина розвитку інфекційних ускладнень та летальності хворих [Simmons T., 2012; Ball S., et al., 2019]. Незважаючи на інтенсивні наукові пошуки, можливості сучасних превентивних стратегій та тактики попередження і лікування побічної дії протипухлинних лікарських засобів залишаються, на жаль, обмеженими. Патогенетично обґрунтованим методом лікування цитостатичної мієлодепресії є застосування гемоцитокінів, зокрема гранулоцитарного та гранулоцитарно-макрофагального колонієстимулюючих факторів росту (Г-КСФ та ГМ-КСФ) [Kuderer NM, et al., 2007; Кононенко И.Б., и др., 2013; Lyman G., et al., 2017; Ludwig H., et al., 2019]. 

Враховуючи множинність патологічних проявів при розвиткові злоякісного процесу, наявність вираженого інтоксикаційного синдрому, побічні ефекти при проведенні лікувальних заходів (пригнічення кровотворної функції кісткового мозку, ураження епітелію слизових ШКТ, волосяних фолікулів, пригнічення репродуктивної функції, прояви гепато- та нефротоксичності, тощо) надзвичайно перспективним є застосування методів сорбційної детоксикації [Николаев В.Г., и др., 2005; Новокшонов А.А., Соколова Н.В., 2011; Sakhno L., et al., 2019]. У літературі зустрічаються дані щодо ефективності використання гемосорбції, аплікаційно-сорбційних методів лікування ран після променевої терапії, застосування ентеросорбції у якості терапії супроводу в онкологічних хворих. Однак недостатньо інформації про використання ентеросорбентів для зменшення проявів гематотоксичності при проведенні курсів поліхіміотерапії. Також немає даних щодо результатів поєднання ентеральної сорбційної терапії та гемопоетичних факторів росту з метою профілактики та лікування побічної дії поліхіміотерапії онкозахворювань. 

Антрациклінові антибіотики, завдяки своїй високій ефективності та широкому спектрові протипухлинної дії, уже більше 50 років є незамінною компонентою протоколів лікування різних форм злоякісних новоутворів. Однак дозозалежна кардіотоксичність та інші системні побічні реакції ще значно обмежують їх клінічне застосування [Loar R., et al., 2018; Henriksen P., 2018]. Неможливість передбачити та ефективно попередити ці ускладнення частково пов’язана і з багатофакторністю та дискусійністю їх патогенезу.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дана робота є фрагментом тем комплексних науково-дослідних робіт кафедри фармакології з клінічною фармакологією Тернопільського національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського «Встановлення ефективності препаратів метаболічного типу дії та ентеросорбції при патологічних процесах різної етіології» (№ державної реєстрації 0113U001246, 2013-2015 рр.), «Фармакологічні та фармакогенетичні аспекти протекторного впливу імунобіологічних препаратів, ентеросорбентів, речовин природнього та синтетичного походження за різних патологічних станів» (№ державної реєстрації 0116U004148, 2016-2018 рр.) та НДР загально-академічного конкурсу науково-технічних проектів та розпорядження Президії НАН України від 27.02.2013 №133, Договір № 2.2.5.380 від 01.03.2013 р. «Розробка та оптимізація технології захисту кісткового мозку від цитостатичної мієлодепресії на основі комплексного застосування мас-фрактальних вуглецевих ентеросорбентів та гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору», у виконанні яких автором проведені дослідження змін біохімічних та патоморфологічних показників функціонування внутрішніх органів (печінки, селезінки, тонкої кишки, серця, нирок, яєчок), процесів пероксидного окиснення ліпідів, активності антиоксидантної системи, параметрів кардіогемодинаміки, цитокінового статусу, процесів апоптозу та некрозу клітин у щурів за умов застосування протипухлинних препаратів - цисплатину, алкілуючого цитостатика мелфалану і протипухлинного антибіотика доксорубіцину,  та експериментальної корекції виникаючих патологічних змін за допомогою ентеросорбції та препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору при їх окремому та поєднаному застосуванні, що викладено у матеріалах дисертації. 

Мета роботи та завдання дослідження. Метою дослідження стало експериментальне обґрунтування ефективності вуглецевих ентеросорбентів при їх окремому застосуванні та при поєднанні з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору для зменшення побічної дії протипухлинних лікарських засобів.

Відповідно до мети роботи визначені наступні основні завдання:
1 -  Встановити ефективність застосування вуглецевого волокнистого ентеросорбенту «Карболайн» для зменшення побічних ефектів цисплатину в експерименті.

2 - Провести порівняльне дослідження гранульованих вуглецевих ентеросорбентів на моделі цитотоксичної мієлодепресії з метою вибору сорбенту з найбільш вираженими мієлопротекторними властивостями для подальших досліджень.

3 - З’ясувати мієлопротекторний ефект кращого гранульованого вуглецевого ентеросорбента при його окремому та комбінованому введенні з препаратами рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору при введенні мелфалану у різних дозах.

4 - Дослідити порівняльну ефективність препаратів Г-КСФ – офіцинального лікарського засобу філграстим та вітчизняного експериментального зразка рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (р-ГКСФ), при їх комбінованому застосуванні з гранульованим вуглецевим ентеросорбентом для корекції цитостатичної мієлодепресії, викликаної алкілуючим цитостатиком мелфалан.

5 - Встановити вплив моно- та комбінованого застосування ентеросорбентів та препаратів Г-КСФ на канцеростатичний ефект протипухлинних засобів мелфалан та цисплатин.

6 - Дослідити структурні особливості найбільш уразливих органів-мішеней за умов застосування протипухлинних лікарських засобів (цисплатин, мелфалан, доксорубіцин).

7 - Простежити морфофункціональні зміни серцевого м’яза за умов субхронічної доксорубіцинової токсичності (модель дилятаційної кардіоміопатії).

8 - З’ясувати фармакологічну ефективність вуглецевого ентеросорбенту та препаратів Г-КСФ на моделі субхронічної токсичності, спричиненої доксорубіцином.

Об’єкт дослідження: токсичні ефекти протипухлинних лікарських засобів та їх корекція за допомогою оригінальних вуглецевих гранульованих та волокнистого ентеросорбентів і препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору.

Предмет дослідження: мієлопротекторна, гепатопротекторна, гонадопротекторна, нефропротекторна та кардіопротекторна ефективність гранульованих та волокнистого ентеросорбентів і препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору при їх окремому та комбінованому застосуванні за умов дії протипухлинних лікарських засобів різних фармакологічних груп. 

Методи дослідження.  З метою виконання поставлених задач у дисертаційній роботі використані фармакологічні, біохімічні, морфометричні, цитологічні, патоморфологічні, цитофлуометричні, імуноферментні методи та методи математичної статистики і системного аналізу 
Наукова новизна одержаних результатів. За результатами проведених експериментальних досліджень отримано нові дані і поглиблено існуючі уявлення про механізми розвитку побічних ефектів протипухлинних лікарських засобів в експерименті та доведено можливість їх ефективної корекції за допомогою ентеросорбції із застосуванням гранульованого вуглецевого ентеросорбенту С2 (насипна вага 0,18 г/см3, розмір гранул 0,15-0,25 мм, питома площа поверхні пор за BET 2162 м2/г, площа мезопор 565 м2/г) та препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору, особливо при їх комбінованому використанні. 

Доведено, що волокнистий вуглецевий ентеросорбент Карболайн проявляє нефропротекторний ефект та зменшує системні токсичні ефекти цисплатину, одночасно не зменшуючи, а й навіть дещо підсилюючи його протипухлинний ефект. Уперше показано, що комбіноване застосування Карболайну з цисплатином сприяє проростанню сполучної тканини у перевивну карциному Герена. 

Продемонстровано, що за умов індукованої внутрішньовенним введенням алкілуючого препарату мелфалану (L-PAM) мієлодепресії, спеціально розроблений ентеросорбент С2 з питомою вагою 0,18 г/см3 переважає за мієлопротекторним ефектом типовий ентеросорбент С1 з питомою вагою 0,28 г/см3. 

Встановлено, що ентеросорбція з використанням С2 та циклічне введення філграстиму чи р-ГКСФ мають аналогічний мієлопротекторний ефект, збільшуючи загальну кількість лейкоцитів периферичної крові на 40–60 % 
(а саме, на 43,8 %; 57,0 % та 53,9 % відповідно) у порівнянні з групою тварин, яким не проводилася корекція. Водночас застосування комбінації С2 з Г-КСФ забезпечує зростання загальної кількості лейкоцитів на 138,3 % порівняно з групою тварин, яким не проводили корекцію.

Доведено, що комбіноване застосування ентеросорбенту С2 та філграстиму супроводжується зростанням чисельності тромбоцитів вдвічі. Ці позитивні зміни відбуваються на тлі помітного нефропротекторного ефекту, зниження показників оксидативного стресу та ступеня ендогенної інтоксикації. Комбінація вітчизняного р-ГКСФ з вітчизняним ентеросорбентом С2 проявляє аналогічну ефективність щодо стимулювання тромбоцитопоезу. 

Уперше доведена ефективність комбінації ентеросорбції з препаратами 
Г-КСФ для зменшення проявів побічної дії цитостатиків у експерименті в порівнянні з їх монозастосуванням, що проявляється посиленням мієло-, кардіо-, нефропротекторної дії та покращенням структури досліджуваних внутрішніх органів. Доведена ефективність та доцільність комбінованого застосування ентеросорбції та препаратів Г-КСФ для зменшення мієлотоксичного впливу протипухлинних цитостатиків. 

Встановлено кардіопротективний ефект ентеросорбції при субхронічній доксорубіциновій токсичності (модель дилятаційної кардіоміопатії), що підтверджується позитивною динамікою показників ушкодження міокарда (АсАТ, КФК-МВ) та супроводжується зниженням рівня прозапальних цитокінів TNF-α та IL-1β, відновленням прооксидантно-антиоксидантного балансу, зниженням рівня ендогенної інтоксикації, відновленням активності ферментної та неферментної ланок антиоксидантного захисту і покращенням гістологічної структури міокарда піддослідних тварин.

Доведений гонадопротекторний ефект комбінації ентеросорбції з препаратами Г-КСФ, що проявляється суттєвим покращенням мікроскопічної структури яєчок на тлі уведення мелфалану та доксорубіцину. 

Експериментально доведено, що вітчизняна версія рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору р-ГКСФ за своєю активністю не поступається офіцинальному препарату філграстим. 

Уперше в експерименті на щурах з перевивною карциномою Герена доведено, що застосування препаратів корекції (Карболайну, ентеросорбенту С2, філграстиму та р-ГКСФ) окремо та при їх комбінованому введенні не зменшує протипухлинну та цитостатичну активність мелфалану та цисплатину.

Практичне значення одержаних результатів. Отримані експериментальні результати щодо ефективності ентеральної сорбційної терапії та препаратів Г-КСФ, які проявляють виражену мієло-, гонадо-, нефро-, гепато- та кардіопротекторну дію на тлі введення антинеопластичних лікарських засобів мелфалану, цисплатину та доксорубіцину слугують підґрунтям для поглибленого дослідження результатів їх комбінованого застосування з метою подальшої апробації у клініці з метою зменшення проявів побічної дії протипухлинної хіміотерапії. Отримані в експерименті на щурах з перевивною карциномою Герена докази синергічної протекторної дії досліджуваних чинників при їх комбінованому застосуванні, а також доведення факту, що застосування обох препаратів корекції окремо чи при їх комбінуванні не зменшує протипухлинної активності мелфалану і цисплатину можуть бути враховані при розробці схем супровідної терапії онкологічних хворих в клініці. 

Основні результати були впроваджені у навчальний процес на кафедрах: патологічної фізіології, кафедри медичної біохімії, кафедри фармакології з клінічною фармакологією, кафедри онкології, променевої діагностики і терапії та радіаційної медицини, кафедри функціональної і лабораторної діагностики,  кафедри гістології та ембріології Тернопільського національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського МОЗ України, кафедри експериментальної та клінічної фармакології з клінічною імунологією та алергологією Української медичної стоматологічної академії (м. Полтава), кафедри фармакології Вінницького національного медичного університету імені Н.І. Пирогова, кафедри фармакології та медичної рецептури Запорізького державного медичного університету, кафедр біологічної хімії та фармакології Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького. 
Практичні рекомендації з використання гранульованих вуглецевих ентеросорбентів «Карболайн» трьома мовами (українською, російською та англійською).
Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною завершеною науковою працею. За участю наукового консультанта обраний напрямок дослідження, мета та задачі, а також обсяг методичних підходів. Автором здійснений інформаційний пошук, проведений аналіз даних літератури за темою дисертації, відпрацьовані моделі та методики, виконані експериментальні дослідження, статистична обробка отриманих даних, аналіз, систематизація і узагальнення отриманих результатів, їх наукова інтерпретація, висновки роботи, підготовка результатів роботи до друку. Оформлення дисертаційної роботи та автореферату виконані дисертантом самостійно. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи були представлені на науково-практичній конференції «Актуальні питання експериментальної, клінічної медицини та фармації» (Луганськ, 2012), науково-практичних конференціях «Здобутки клінічної та експериментальної медицини» (Тернопіль, 2013, 2014, 2016, 2017, 2019, 2020), Міжнародному медичному конгресі студентів та молодих вчених (Тернопіль, 2013, 2014, 2015, 2016, 2017), науково-практичній конференції «Актуальні питання безпечного застосування ліків» (Тернопіль, 2013), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні питання експериментальної і клінічної біохімії та фармакології» (Тернопіль, 2014 року), ХIII з’їзді онкологів та радіологів України (Київ, 2016), XXIX Congress of the International Society for Advancement of Cytometry “CYTO 2014” (Ft. Lauderdale, Florida, USA, 2014,), III International Scientific and Practical Conference “Modern Topics of Fundamental Medicine” (2014, Актобе, Казахстан), всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю пам’яті професора В.В. Дунаєва «Фундаментальні та клінічні аспекти фармакології» (Запоріжжя, 2016), конференції «Хімія природних сполук» (Тернопіль, 2016), V Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 2017), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальные вопросы фундаментальной и прикладной морфологии человека и животных» (Актобе, Казахстан, 2018), «Актуальні питання фармакології та фармакотерапії», (Тернопіль, 2019), ХІІ Українському біохімічному конгресі (Тернопіль, 2019).

Публікації. Результати досліджень, що викладені у дисертації, знайшли відображення у 50 наукових працях, з них: 21 стаття у фахових наукових журналах, рекомендованих МОН України, глави у трьох монографіях,  виданих у закордонних видавництвах «Nova Science Publishers» (категорія С SENSE), «World Scientific Publishing Co Pte Ltd» (категорія В SENSE) та «IntechOpen», два патенти на корисну модель, 23 – у матеріалах і тезах конференцій, з’їздів, конгресів. Видано трьома мовами (українською, російською та англійською) Практичні рекомендації з використання гранульованих вуглецевих ентеросорбентів «Карболайн».
Структура дисертації. Дисертація викладена на 348 сторінках (основний обсяг становить 270 сторінок) і складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів дослідження, 6 розділів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів досліджень, висновків, списку використаних джерел літератури (всього 369 найменувань, з них 122 кирилицею та 247 латиницею), додатків. Робота проілюстрована 38 таблицями та 104 рисунками. 

РОЗДІЛ 1

ПОБІЧНА ДІЯ ПРОТИПУХЛИННИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ

ТА МЕТОДИ І ЗАСОБИ ЇЇ ПРОФІЛАКТИКИ

(огляд літератури)
1.1 Типові побічні ефекти антинеопластичної поліхіміотерапії

Сучасні схеми лікування злоякісних новоутворень (ЗН) – це програмний протокольний продукт, розроблений на основі особливостей біологічної поведінки пухлин, фармакокінетики та фармакодинаміки антинеопластичних засобів, принципів комбінації різноманітних терапевтичних методів та їх послідовності. За останні сто років злоякісні захворювання за рівнем смертності та захворюваності у світі перемістились з десятого на друге місце, поступаючись лише серцево-судинній патології. За даними ВООЗ до 2030 року кількість померлих внаслідок розвитку злоякісних пухлин зросте на 45 % у порівнянні з 2007 роком. За останніми даними кількість офіційно зареєстрованих випадків злоякісних захворювань зросла на третину між 2006 та 2016 роками та склала 17,2 мільйони випадків, та майже 9 млн смертей. Найбільш часто у чоловіків було діагностовано рак простати. Лідируючі позиції щодо смертності належать злоякісним захворюванням трахеї, бронхів та легень. Щодо жінок – тут найчастішою причиною як захворюваності так і смертності, є рак грудей  [1]. 

Зменшення проявів побічної дії протипухлинних лікарських засобів – надзвичайно актуальна проблема медицини. Згідно даних ВООЗ рак та злоякісні пухлини на сьогодні одна з найбільш частих причин смертей, дані коливаються від 15 до 70 % залежно від організації та рівня охорони здоров’я країни [2]. Особливо уразливі щодо дії антинеопластичних лікарських засобів клітини та тканини з високим темпом проліферації: кістковий мозок, лімфоїдні органи, епітелій шлунково-кишкового тракту, волосяні фолікули, репродуктивні органи [3–6]. 

Пригнічення проліферативної активності кісткового мозку і його наслідки (розвиток анемії, тромбоцитопенії та лейкопенії) потребують невідкладних заходів, адже це призводить до переривання курсу лікування, зменшення доз препаратів та знижує ефективність терапії [2]. Ще одна причина розвитку пригнічення функції кісткового мозку у таких пацієнтів одночасне застосування радіотерапії, однак, як показують дані великих рандомізованих досліджень, лише така тактика достовірно підвищує виживаність хворих та покращує результати лікування [7].

Термін «хіміотерапія» (ХТ) включає в себе використання цитотоксичних агентів, які переважно призначаються у різних комбінаціях (по 3-4-5 препаратів одночасно – поліхіміотерапія). Сучасні протибластомні засоби відрізняються не тільки за хімічною будовою і механізмом дії, а й за спектром протипухлинної активності, ступенем і характером побічної дії. Виділяють так звані «класичні» цитотоксичні лікарські засоби: циклоспецифічні (впливають на певні фази клітинного циклу) та нециклоспецифічні (діють на усі фази клітинного циклу). Їх поділяють на синтетичні (алкілуючі засоби, антиметаболіти) та природного походження засоби (протипухлинні антибіотики та  засоби рослинного походження, як вінкристин, вінбластин та інші; ферментні препарати з протипухлинною активністю (L-аспарагіназа)). Також виділяють групи гормональних препаратів та їх антагоністів, імунологічні засоби. Останні роки з’явилася таргетна терапія, яка базується на вивченні молекулярних механізмів розвитку тієї чи іншої пухлини і розробці препаратів, які безпосередньо впливають на специфічну ціль, яка пов'язана з ростом пухлинних клітин і прогресуванням злоякісного росту. Основна відмінність методу від традиційної хіміотерапії – вибірковий вплив. Точки прикладання для таргетних препаратів – сигнальні білки клітин; гени, які регулюють ріст і розмноження злоякісних клітин; рецептори до факторів росту кровоносних судин. Основним і суттєвим недоліком таргетної терапії є її висока ціна, що робить її практично недоступною у нашій країні. Деякі пацієнти можуть отримати ліки в межах проведення клінічних досліджень.
Ціль ХТ – зруйнувати усі клітини пухлини, тому, як правило, призначають кілька антинеопластичних лікарських засобів з різними механізмами дії для досягнення максимального терапевтичного ефекту. 

Полікомпонента високодозна ХТ, проведена у повному обсязі, поряд з хірургічним втручанням та променевим лікуванням, є одним з найважливіших факторів успішного лікування пацієнтів зі злоякісними пухлинами [8]. Разом з тим встановлено, що токсичність компонентів хіміотерапії та наявність у неї виражених побічних ефектів часто є основним фактором обмеження застосування адекватної протипухлинної терапії, і іноді буває настільки серйозною, що вимагає припинення лікування ще до отримання чіткого протипухлинного ефекту.

Частота виникнення різних видів побічних реакцій при проведенні хіміотерапії неоднакова. У 90 % випадків спостерігається розвиток гастроінтестинальної  симптоматики (нудота та блювання, розвиток мукозитів і, як наслідок, транслокація у системний кровообіг грамнегативних кишкових бактерій та їх ендотоксинів, тощо), з такою ж частотою розвивається і гематологічна токсичність (85–90%)  [6, 7, 9–12] у різних її проявах, з яких найнебезпечнішими є фебрильна нейтропенія та інфекційні ускладнення. Також розвиваються тромбоемболічні ускладнення, синдром лізису пухлин, кардіотоксичність, пульмотоксичність, нефротоксичність, гепатотоксичність, алопеція, негативний вплив на репродуктивну систему, нейротоксичність та інше [3, 13–16]. Серед найбільш частих побічних проявів переважають реакції, обумовлені ураженням клітин з високим темпом проліферації: кровотворних та імунокомпетентних органів, в першу чергу – кісткового мозку, слизової оболонки шлунково-кишкового тракту, волосяних фолікулів, ураження гонад.

Дослідження частоти розвитку побічних ефектів у 290 пацієнтів з колоректальним раком, показало що прояви різної тяжкості розвиваються у майже 90 % хворих. Виживаність таких пацієнтів вища порівняно з тими, у кого не розвивалися прояви токсичності, спричинені протипухлинною хіміотерапією [17]. 

Щодо побічних ефектів, які вимагають надання невідкладної допомоги та переведення пацієнтів у відділення реаніматології та інтенсивної терапії, то Pistone A., et al. класифікували їх за системами і органами [18]. Так, з боку серцево-судинної системи найбільш часто надання невідкладної медичної допомоги було потрібне при розвиткові гострої серцевої недостатності, гіпертензивних кризах, тромбозах, гострих проявах ішемічної хвороби та аритміях. З боку дихальної системи – інтерстиціальні ураження легень, респіраторні інфекції, пневмоторакс та легеневі кровотечі. З боку шлунково-кишкового тракту – розвиток фульмінатного гепатиту та коліти, які ускладнювалися кровотечою і перфорацією. Найбільш частий невідкладний стан з боку нервової системи – розвиток заднього зворотного енцефалопатичного синдрому. Серед інших – синдром Стівена-Джонсона, некротизуючий фасциїт та анафілактичні реакції. Також може розвиватися периферична полінейропатія, яка значно знижує якість життя пацієнтів [19]. 

Як відомо, на розвиток ускладнень при проведенні хіміотерапії впливають загальний стан хворого, вік, стать, наявність супутньої патології, попереднє лікування, супутня променева терапія, кількість пройдених курсів хіміотерапії, механізм дії хіміопрепарату та його доза. Комбінація понад двох протипухлинних лікарських засобів обумовлює ширший спектр та вищий ступінь ускладнень, що у певних випадках вимагає зміни дози цитостатиків та призначення супутньої симптоматичної терапії ускладнень [20–23]. Ретроспективний аналіз чотирьох великих рандомізованих досліджень, які вивчали віддалені результати ХТ у пацієнтів з операбельним раком молочної залози, показав, що виживаність пацієнтів, які отримали близько 85 % від запланованої дози складала 40 %. Якщо ж отримана доза була в межах 65-85 %, цей показник складав лише 21 %, а у пацієнтів, які отримали менше 65 % запланованої дози ХТ, безрецидивна та загальна виживаність не відрізнялась від групи нелікованих хворих [24]. 

Дослідження проведені на більш ніж 16 000 пацієнтах з шістьма різними формами злоякісних новоутворів показали, що найбільш часто розвиваються ускладнення з боку системи кровотворення, які супроводжуються розвитком нейтропенії, фебрильної нейтропенії та агранулоцитозу [3]. Летальність цієї категорії пацієнтів зі злоякісними новоутворами внаслідок розвитку фебрильної нейтропенії коливається від 5 % до 11 % серед дорослих, та від 2 % до 6 % – серед дітей [25]. 
У структурі ускладнень при проведенні поліхіміотерапії, за даними багатьох авторів, лідируючу позицію займає ураження мієлоїдного ростка кровотворення. Різні схеми із застосуванням 3-4-5 протипухлинних лікарських засобів в тій чи іншій мірі знижують вміст гранулоцитів крові. Єдиної стандартної системи класифікації нейтропеній на сьогодні немає. Згідно ВООЗ виділяють 4 її ступені, коли кількість нейтрофілів менша 2·109/л (табл. 1.1). 
Таблиця 1.1.

Ступінь лейко- і нейтропенії відповідно до класифікації ВООЗ.
	Ступінь 

лейкопенії
	Кількість  лейкоцитів

в 1 мкл крові
	Ступінь нейтропенії
	Кількість нейтрофілів

в 1 мкл крові

	I
	3900 - 3000
	I
	2000 - 1500

	II
	2900 - 2000
	II
	1500 - 1000

	III
	1900 - 1000
	III
	1000 - 500

	IV
	< 1000
	IV
	< 500


· Однак, виділяють класифікацію і за ступенями важкості, орієнтуючись на абсолютну кількість нейтрофілів (АКН), яка розраховується за спеціальною формулою [26]: 

· Легкий ступінь: від 1000 до 1500/мкл або від 1 до 1,5·109/л;
· Середній ступінь: від 500 до 999/мкл або від 0,5 до 0,99·109/л;

· Тяжкий ступінь: від 200 до 499/мкл або від 0,2 до 0,49·109/л;
· Вкрай важкий ступінь: < 200/мкл або < 0,2·109/л.

Гарячка, як ускладнення, що розвивається у пацієнтів з нейтропенією, спостерігається у 80% пацієнтів з раком крові, та у 10-50% пацієнтів з солідними пухлинами [27], а ризик розвитку сепсису та септичного шоку складає 20-30 % та 5-10% відповідно. Ризик розвитку септичних ускладнень різко зростає при зниженні абсолютної кількісті нейтрофілів менше 1000 на мкл. Нейтропенія ІІ-ІV ступенів та агранулоцитоз є основними лімітуючими факторами, що потребують зниження доз хіміопрепаратів та/ або відміни курсу лікування.
Основні фактори ризику розвитку фебрильної нейтропенії: старший вік, низька вага, застосування антинеопластичних засобів у високих дозах, значна кількість запланованих курсів хіміотерапії, супутні захворювання судин, нижня межа рівня лейкоцитів крові та верхня межа рівня загального білірубіну [28]. 

Агранулоцитоз – це клініко-гематологічний синдром, котрий є найтяжчим проявом нейтропенії, і характеризується зниженням кількості абсолютного числа нейтрофілів у периферичній крові менше 0,5∙109/л. Під впливом променевої терапії або лікування цитотоксичними препаратами розвивається мієлотоксичний тип агранулоцитозу внаслідок пригнічення поділу клітин-попередників у кістковому мозку. Нейтрофіли – основна частина гранулоцитів – відповідають за захист організму від інфекційних агентів і, оскільки це короткоживучі клітини, їх кількість швидко скорочується при проведенні курсів лікування онкологічних хворих [29]. Зростання інтенсифікації ХТ призвело до того, що розвиток інфекції та септичних ускладнень стали частою причиною летальності. До прикладу, у Великобританії, як показують статистичні дані, летальність внаслідок сепсису на фоні нейтропенії серед вказаної категорії пацієнтів зросла удвічі протягом останніх 10 років (рис. 1.1). 
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Рис. 1.1. Загальна кількість смертей (дорослі та діти) внаслідок розвитку нейтропенічного сепсису серед онкохворих, які проходили поліхіміотерапію (Великобританія 2001-2010 рр.) [30].
Відомо, що між глибиною та тривалістю гранулоцитопенії і розвитком інфекційних ускладнень, некротичної ентеропатії та септицемії, а також прогнозом щодо виживаності пацієнтів існує прямий зв'язок [21, 31]. 

Основні ускладнення з боку шлунково-кишкового тракту при проведенні ХТ – нудота та блювання [32], які особливо важко переносяться пацієнтами. При відсутності контролю за ними різко погіршується фізичний та психічний стан пацієнтів. Високоеметогенна терапія може супроводжуватись розвитком дегідратації, метаболічних порушень, шлунково-кишковими кровотечами [30]. 

Крім цього, у хворих досить часто розвивається цитотоксична діарея і рідше – закрепи. Ураження слизових оболонок при проведенні ХТ супроводжується розвитком так званих «мукозитів». Цей термін об'єднує запальні (еритематозні та ерозивно-виразкові) ураження слизової ротової порожнини, глотки, стравоходу та шлунково-кишкового тракту (ШКТ) в цілому, які розвиваються внаслідок протипухлинної терапії [6, 12]. Розвиток мукозитів суттєво підвищує вартість лікування, збільшує тривалість госпіталізації хворих, та може навіть призвести до смерті: через розвиток нутрітивної недостатності, або безпосередньо внаслідок розвитку септичних ускладнень через порушення бар’єрної функції слизових ШКТ. Перебіг мукозитів тяжчий, а їх тривалість значно довша на фоні нейтропенії, що теж має виражений негативний вплив на загальний стан хворого [33]. 

Донедавна найгрізнішим і часто смертельним ускладненням через розвиток мукозитів була некротична ентеропатія на фоні лейко- та нейтропенії. Її частота при лікуванні лейкозів сягає 25 % [34]. Розрізняють 4 морфологічних типи цього ускладнення. 

Тип І – ішемічний ентероколіт, який проявляється обмеженим некрозом слизової оболонки кишечника, як правило, тонкого. Патогенетичні механізми розвитку - порушення центральної геодинаміки і мікроциркуляторні розлади при шоці будь-якого ґенезу. 

Тип ІІ – виразково-некротична ентеропатія тонкого і товстого кишечника (як правило, дистального відділу тонкого та висхідного відділу товстого). Крім множинних поширених ерозій слизової оболонки відмічається значне потовщення всієї стінки кишечника через розвиток набряку (частіше геморагічного) та поширення некрозу до серозного шару, можливе гнійне запалення очеревини. Особливістю цього типу ентеропатії є локалізація у відділах кишечника з розвинутим лімфатичним апаратом. 

Тип ІІІ – геморагічна некротична ентеропатія – крововиливи у стінки тонкого і товстого кишечника з вторинним інфікуванням кишечкою флорою та розвитком некротичних змін подібних до ІІ типу. 

Тип IV – виразково-некротичні зміни ротової порожнини, слизових глотки і стравоходу, прямої кишки, ануса та піхви. 

Поширена ентеропатія, особливо І та ІІ типів, призводить до розмноження і розселення кишкової флори, що у хворих з агранулоцитозом викликає розвиток грам-негативної септицемії з розвитком ендотоксинового шоку. 

Клінічна картина некротичної ентеропатії при агранулоцитозі має ряд особливостей. Клінічні та анатомічні порушення при цьому можуть не співпадати, але обидва типи реакцій обтяжують перебіг захворювання. Слизова товстого кишечника – основне депо бактеріальних ендотоксинів (ліпополісахаридів, LPS), надзвичайно чутлива до пошкоджуючої дії антибластомних препаратів. Набряк та ішемія стінки кишечника сприяє бактеріальній транслокації, що призводить до вивільнення ліпополісахаридів, імунозапальній активації та супроводжується викидом цитокінів [35, 36].

З дещо нижчою частотою спостерігаються гепатотоксичні та нефротоксичні реакції, однак у клінічній практиці вони виникають при використанні практично всіх груп цитостатиків. За цих умов лікування гепатотоксичності повинно відповідати основним дієтологічним принципам та фармакотерапії гепатитів. Перш за все, це передбачає повну відміну лікарського середника, що викликав ураження печінки, та заміну його еквівалентним препаратом (при можливості), який не має подібних побічних ефектів [37]. 

Щодо гепатотоксичних проявів протипухлинних ЛЗ, то вони зустрічаються приблизно у 10% випадків [38], однак істинна частота може бути значно вищою, адже ураження печінки може бути частиною загального інтоксикаційного синдрому, зумовленого ростом злоякісної пухлини чи маскуватися супутньою патологією. Печінка відповідає за метаболізм та елімінацію багатьох антинеопластичних препаратів. Тому гепатотоксичність доволі часто стає причиною зменшення інтенсивності та доз лікувальних засобів і може спричиняти відстрочення лікування. US National Cancer Institute та ВООЗ розробили відповідні критерії для оцінки ураження, спровокованого протипухлинною хіміотерапією. За ВООЗ розрізняють 5 ступенів тяжкості ураження [39], тоді як згідно Національного інституту раку США – ступінь тяжкості класифікують як легкий, середньої тяжкості, тяжкий та загрозливий для життя  [40]. 

Сприятливими факторами для розвитку гепатотоксичності при проведенні протипухлинної хіміотерапії є попереднє ураження печінки, певні генетичні сприятливі особливості пацієнта, локалізація пухлини та метастазів у органі, старший вік, жіноча стать, куріння та вживання алкоголю [41, 42]. Розрізняють різні форми маніфестації гепатотоксичності: безсимптомні, ізольоване підвищення печінкових трансаміназ, розвиток холестатичного гепатиту, прогресуючий фіброз та цироз, злоякісна трансформація, синусоїдальна обструкція та фульмінантна печінкова недостатність [43, 44]. Доволі часто прояви можуть маніфестувати розвитком внутрішньопечінкового холестазу, а також змішаним холестатичним та гепатоцелюлярним ушкодженням [38].  Значна роль у розвитку побічних ефектів, в тому числі гепатотоксичності належить розвиткові оксидативного стресу та порушенню функцій мітохондрій [41, 45–47]. 

За даними літератури, ступінь вираженості та частота розвитку ураження печінки при проведенні курсів хіміотерапії у онкологічних пацієнтів залежать від структури лікарського засобу та механізмів його дії і може значно різнитися. До прикладу, алкілуючі цитостатики – клас протипухлинних лікарських засобів з доволі різноманітною хімічною структурою, які пригнічують транскрипцію ДНК і РНК шляхом алкілування функціонально активних груп різних біохімічних субстратів клітини. Характеризуються вкрай низькою вибірковістю та специфічністю дії і уражають клітини з високим темпом проліферації. Однак, незважаючи на печінковий метаболізм, такі представники класу як циклофосфамід та його аналог іфосфамід не потребують зниження дози ЛЗ навіть при підвищенні активності печінкових ферментів і/або білірубіну [38, 41]. Водночас при застосуванні дакарбазину, який характеризується переважним метаболізмом у печінці, під час якого утворюються метаболіти з алкілуючими властивостями, є повідомлення і про випадки розвитку тяжкої гострої печінкової недостатності [41]. При застосуванні препаратів платини, таких як оксаліплатин, цисплатин, карбоплатин,  майже у 78% пацієнтів досліджуваної вибірки з метастатичним колоректальним раком було зафіксовано синусоїдальну дилятацію та різний ступінь порушень судинного компоненту [48]. 

Нирки – один з основних шляхів елімінації лікарських засобів та їх метаболітів. Хіміотерапевтичні препарати можуть уражати усі структури нирок: клубочки, канальці, інтерстицій, мікросудинне русло. А клінічні маніфестації перебігають від безсимптомного зростання креатиніну до розвитку гострої ниркової недостатності, що потребує невідкладного гемодіалізу [49–51]. Нирки також уражаються при синдромі лізису пухлини, який може розвиватися під час цитотоксичного лікування у пацієнтів з лімфомами та гострою лімфобластною лейкемією (невідкладний стан у онкогематології) [52, 53]. 

Власне, виділяють наступні категорії (види) ураження нирок протипухлинними лікарськими засобами: гостре ураження внаслідок тромботичної мікроангіопатії, токсичний гострий тубулярний некроз, кристалічні нефропатії, нефротичний/протеїнуричний синдром, фокальний сегментальний гломерулосклероз, хвороба мінімальних ниркових змін, мембранозні нефропатії, тубулопатії, зумовлені порушеннями електролітного та кислотно-основного балансу; а також хронічні ураження внаслідок розвитку гломерулопатій чи інтерстиціального нефриту [54–57]. 

Нейротоксичність також є одним характерних системних специфічних ускладнень протипухлинної терапії. Є повідомлення про розвиток цього ускладнення при застосуванні похідних платини (цисплатин, оксаліплатин), таксанів (паклітаксел, доцетаксел), вінкалкалоїдів (вінкристин, вінорельбін), метотрексату, іфосфаміду, L-аспарагінази. Всі вище перелічені протипухлинні лікарські засоби можуть викликати незворотні неврологічні порушення [58]. 

Щодо впливу на репродуктивну функцію, то частина пацієнтів страждає надалі від нефертильності та стерильності після проведення курсів хіміотерапії [59, 60]. 

Терапевтичні заходи, спрямовані на деструкцію вогнищ злоякісного росту, одночасно викликають наростання синдрому ендогенної інтоксикації у пацієнтів [61, 62]. 

1.2. Побічні ефекти антрациклінових антибіотиків

Клас антрациклінових антибіотиків, таких як доксорубіцин, даунорубіцин, епірубіцин та інші, часто використовують у онкологічній практиці, в тому числі педіатричній, завдяки їх вираженій протипухлинній активності [10, 63–65]. При виявленні захворювання на ранніх стадіях та застосуванні схем поліхіміотерапії, які базуються на цих протипухлинних антибіотиках, показник п’ятирічної виживаності пацієнтів досягає 80% [66]. За хімічною структурою це гідротетраценхінонові хромофори, які містять три плоских шестичленних кільця, які зв’язані з одним або кількома залишками. Препарати цієї фармакологічної групи відрізняються між собою будовою аглікону або його вуглеводної частини молекули (рис. 1.2) [67]. 
Механізми терапевтичної дії антрациклінів різноманітні: 

1) інтеркаляція в ДНК та пригнічення синтезу макромолекул; 

2) утворення вільних радикалів і активація оксидативного стресу; 

3) безпосереднє зв’язування з молекулою ДНК та її алкілування; 

4) прямий вплив на мембрани; 

5) пригнічення активності топоізомерази ІІ та ініціація пошкодження молекули ДНК; 

6) індукція апоптозу [63, 67, 68].

Антрацикліни володіють вираженими радіоміметичними властивостями: динаміка змін системи крові нагадує клінічну картину при ураженнях іонізуючим випромінюванням [69]. Як і інші засоби, які спричиняють інтеркаляцію молекул, доксорубіцин та інші препарати пригнічують активність ферментів репарації ДНК. Відомо, що найбільш чутливі до поліхіміотерапії клітини, які знаходяться у синтетичній фазі клітинного циклу, а також на межі переходу пресинтетичної фази у синтетичну.
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Рис. 1.2. Хімічна структура доксорубіцину DOX, даунорубіцину DNR, епірубіцину EPI, ідарубіцину IDA. Стрілками показані відмінності між окремими препаратами.  

Антрацикліни реалізують свою цитотоксичну дію одночасно у різних фазах мітотичного циклу, що забезпечує їх високу терапевтичну активність та водночас і розвиток побічних ефектів.  

Один з найбільш ефективних та доступних препаратів цієї фармакологічної групи – доксорубіцин (DOX, адріаміцин). Це похідне рубоміцину, 
14-гідроксирубоміцин, входить до протоколів лікування раку молочних залоз, солідних пухлин, сарком м’яких тканин, агресивних лімфом, гемобластозів [20, 63, 67, 70]. У організмі системою цитохрому Р450 DOX трансформується у 
13-дигідродоксорубіцин (доксорубіцинол, DOXol), і переходить у вільнорадикальний стан семіхінонового типу. Вільні радикали цього протипухлинного антибіотика швидко вступають в реакцію з молекулярним киснем і запускають каскад оксидативного стресу, викликаючи активацію перекисного окиснення білків та ліпідів, порушення структурної та функціональної організації клітин і тканин організму [63, 67, 69]. Основні побічні ефекти, які розвиваються при застосуванні антрациклінових антибіотиків, характерні для більшості антинеопластичних лікарських засобів. Це розвиток нудоти і блювання, порушення функції кісткового мозку, ураження епітелію кишечника та інших слизових, волосяних фолікулів, порушення фертильної функції аж до розвитку стерильності та інші [71–73]. Характерною особливістю DOX та інших антрациклінів є те, що окрім типової побічної дії, вони здатні пошкоджувати серцевий м’яз. Розвиток дозозалежної кардіотоксичності є найбільш суттєвим фактором, який обмежує застосування цієї групи препаратів [74–79]. Відомо, що хронічна доксорубіцинова кардіотоксичність може призводити до розвитку фатальної дилятаційної кардіоміопатії (ДКМП), яка в разі розвитку серцевої недостатності (СН) закінчується летально у приблизно 60 % пацієнтів [16, 78, 80, 81]. Сучасні схеми моніторингу побічної дії антрациклінової хіміотерапії передбачають визначення фракції викиду лівого шлуночка перед початком лікування, при досягненні ½ кумулятивної дози, вимірювання цього показника після кожного нового курсу із застосуванням антрациклінів та контроль на 3-ій, 6-ий та 12-ий місяці після його завершення [81–83]. Пацієнти з онкопатологією у минулому, у яких розвинулися ознаки пізньої антрациклін-індукованої кардіотоксичності з СН ІІІ-IV класу, за Нью-Йоркською класифікацією, мають несприятливий прогноз з летальним кінцем протягом першого року у 40 %, а протягом двох років – 60 % пацієнтів, незважаючи на інтенсивне лікування [66, 74, 78, 84]. 

Основні фактори ризику розвитку ушкодження серцевого м’яза наступні: кумулятивна доза препарату >550 мг/м2 та вище (ДКМП при досягненні кумулятивної дози розвивається, як правило, протягом року) [78, 81, 85]; 2) вік до 3 років (за даними деяких авторів до 18 років) та після 65 років; 3) одночасна радіотерапія середостіння; 4) супутній прийом інших кардіотоксичних лікарських засобів; 5) жіноча стать; 6) супутня серцева патологія; 7) болюсне введення препарату [66, 86]. Однак описані випадки розвитку серцевої недостатності можуть мати місце і при отриманій вдвічі нижчій від критичної кумулятивної дозі лікарського засобу [85].

Механізми пошкодження серцевого м’яза антрациклінами до кінця не з’ясовані, і розглядаються кілька основних гіпотез (рис. 1.3). 
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Рис. 1.3. Гіпотези патогенезу кардіотоксичності антрациклінових антибіотиків. 

Прийнято вважати, що їх кардіотоксичність пов’язана з генерацією вільних радикалів комплексом «антрациклін-залізо» та пошкодженням кардіоміоцитів продуктами ПОЛ [63, 87]. ЕПР-дослідження показали, що мітохондіральні, ядерні та мікросомальні редуктази каталізують приєднання електрона до хінонового залишку тетрациклінового кільця антрациклінів, що призводить до утворення семіхінонового вільного радикала, який генерує супероксидний аніон-радикал О2•– та перекис водню  H2O2.

Їх токсичність різко зростає при реакції з низькомолекулярним залізом (нмFe). Фізіологічним протектором тут виступає феритин, який слугує безпечним сховищем цитозольних запасів високомолекулярних сполук заліза у розчинній та нетоксичній формі. Однак нмFe може витіснятися з цієї транспортної форми як радикалом О2•–, так і антрацикліновими семіхіноновими радикалами [88] (рис. 1.4).
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Рис. 1.4. Роль заліза та вільнорадикальна гіпотеза кардіотоксичної дії антрациклінів.  

Примітки. F/FH2 - окиснені/відновлені флавопротеїни (NADH дегідрогеназа, NADPH цитохром P450 редуктаза); нмFe(II) – низькомолекулярне залізо Fe(II); •OH – гідроксильний радикал; FeIV=O – феррил іон; DOX•Fe – комплекс доксорубіцин-залізо [89].

Більшість клітин організму успішно зводять до мінімуму пошкоджуючий вплив таких факторів завдяки ферментам антиоксидантної системи (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза). Однак пул ендогенних антиоксидантів у кардіоміоцитах обмежений, і не в стані забезпечити адекватну протидію антрациклін-індукованому оксидативному стресові, що призводить до порушення скоротливої функції міокарда [89, 90]  

Альтернативною теорією, або, за даними деяких авторів, додатковим механізмом розвитку ушкодження міокарда, виступає так звана «метаболічна теорія» [63, 76, 85]. Кардіотоксичність DOX пояснюється кумуляцією у серцевому м’язі його високореактивного алкогольного метаболіту доксорубіцинолу DOXol, який пригнічує Са2+,Mg2+-АТФазу саркоплазматичного ретикулуму, f0-f1 протонну помпу мітохондрій і транспорт Na+,Ca2+ сарколеми, порушуючи таким чином енергетичний метаболізм, іонні градієнти і баланс іонів кальцію [74, 85].
Ряд досліджень вказують на тісний взаємозв’язок та прогностичне значення підвищення рівня прозапальних цитокінів (головним чином фактору некрозу пухлин-альфа (TNF-α), інтерлейкіна-1бета, інтерлейкіну-6 і їх розчинних рецепторів) і тяжкості СН та зниження фракції викиду лівого шлуночка. Власне підвищений рівень вказаних цитокінів при СН є не лише маркером тяжкості перебігу, але і має безпосередній вплив на розвиток кардіальної дисфункції та ремоделювання лівого шлуночка [91–93]. Детально вивчені ефекти TNF-α: негативна інотропна дія, ремоделювання міокарда і міокардіальний фіброз, реіндукція фетального фенотипу міокарда, апоптоз кардіоміоцитів, ендотеліальна дисфункція, міопатія скелетних м’язів [94]. 
Також розглядається ендотоксинова теорія (рис. 1.5). Слизова товстого кишечника, який є основним депо бактеріальних ендотоксинів (ліпополісахаридів LPS), чутлива до дії протибластомних препаратів. Набряк та ішемія стінки сприяють бактеріальній транслокації, що в свою чергу призводить до вивільнення LPS, розвитку імунозапальної відповіді та викиду цитокінів [35, 36].
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Рис. 1.5. Роль кишечника в розвитку серцевої недостатності [35].

Необхідно також пам’ятати, що значна частина антрациклінів елімінується з жовчю, що спричиняє додаткову цитотоксичну дію на слизову кишечника [95]. 

Доксорубіцин, також як і інші генотоксичні лікарські засоби, запускає р53-опосередковану запрограмовану смерть клітин [63, 96]. Встановлено, що хімічне інгібування гену р53 попереджує індуковану антрациклінами загибель клітин та втрату ними мітохондріального мембранного потенціалу [97]. Описано також зміни продукції судинних вазоактивних медіаторів, в тому числі ендотеліну-1 та оксиду азоту при розвиткові серцевої недостатності [98–100]. Судинозвужуючі  цитокіни, ендотелін-1 та великий ендотелін, які відповідають за скоротливість, аритмогенез та ремоделювання серцевого м’яза, є прогностичними предикторами виживаності пацієнтів з СН та відіграють важливу роль у патогенезі прогресування  кардіоміопатії [101–103]. 

Певне значення у розвитку СН надається оксидант-залежній активації доксорубіцином факторів теплового шоку (heat shock factor-1) з наступною експресією Hsp25, що призводить до пошкодження актину [104], Hsp70 [105], Hsp60, основним компартментом функціонування якого є мітохондрії [106]. Крім того, описані ензиматична активація зв’язування доксорубіцином ядерної ДНК [107], селективна альтерація серцевої mRNA, яка кодує αС–актин [108], а, також, опосередковане через ПОЛ підвищення фосфоліпазної активності [109]. Інші дослідники надають велике значення порушенням у роботі кальцієвих каналів [110], протеолізу тітину (коннектину) та дезінтеграції ансамблю кардіальних факторів транскрипції [111].

Клінічно вирізняють гостру та хронічну кардіотоксичність [112–115]. Гостра форма розвивається в момент введення препарату або через кілька годин після цього. Проявляється переважно транзиторними аритміями та гіпотензією, які, як правило, добре піддаються лікуванню. Водночас хронічна кардіотоксичність проявляється розвитком застійної СН, яка рефрактерна до стандартних інотропних засобів [63, 89]. Деякі автори виділяють хронічну ранню (проявляється протягом першого року) та пізню або відстрочену форми  (розвивається протягом від одного до тридцяти років після застосування антрациклінових антибіотиків для лікування онкопатології з піком розвитку на 7-10 роках) [85, 116]. Creutzig et al. (2007) відмічають, що частіше хронічна кардіотоксичність розвивається в тих дітей, які перенесли її гостру форму, а також отримували повторні курси лікування антрациклінами, навіть якщо застосовувалися препарати з меншим потенціалом ураження серцевого м’яза [117]. 

Враховуючи те, що у порівнянні з рештою популяції у людей з виживаністю більше п’яти років після лікування злоякісної патології із застосуванням антрациклінів ризик смертності, яка безпосередньо пов’язана з серцевою патологією, зростає у 10 разів [118]; а також те, що близько 60% пацієнтів, які вижили після дитячої онкопатології, отримували препарати саме цієї групи [83, 119], пошук ефективних методів профілактики та пом’якшення кардіотоксичності антрациклінів вкрай актуальний. Безумовно, це і синтез та розробка нових лікарських засобів з меншим потенціалом пошкоджуючого ефекту на серце, а також використання їх ліпосомальних форм [120–122]. Стосовно кардіопротекторів, які вивчалися та застосовувалися, у більшості випадків, мова йде про різні антиоксиданти. До них належить гіпохолестеринемічний препарат пробукол [123, 124], бета-адреноблокатори [125], інгібітори кальцієвих каналів [126] та їх комбінація з активаторами АТФ-чутливих калієвих каналів [127], органічний тіосульфат аміфостін [128, 129], L-карнітин [130], N-ацетилцистеїн, вітамін Е [131], флавоноїди [132] та інші. Антиапоптозний потенціал відносно кардіоміоцитів характерний і для ровустатина, який, як і пробукол використовується як класичний гіполіпідемічний лікарський засіб [133]. Відомий також кардіопротективний ефект аденозину, який підвищує внутрішньоклітинну концентрацію АТФ [134]. За даними Cardinale D., et al. (2006) раннє призначення інгібітора АПФ еналаприлу попереджує розвиток СН у групі ризику [135]. Однак, в аналогічному дослідженні, присвяченому вивченню кардіопротекторних ефектів еналаприлу у дітей, які отримували інтенсивну хіміотерапію, результати були дуже скромні [136]. Цікаві експериментальні дані отримані при використанні еритропоетину, тромбопоетину, а також синтетичного простацикліну ілопросту, який використовується для лікування легеневої гіпертензії [137–139]. Особливо перспективним видається застосування препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Г-КСФ), оскільки вони додатково мають мієлопротекторну дію [140, 141]. Хелатучий лікарський засіб кардіоксан (дексразозан) демонструє обнадійливі результати профілактики розвитку гострої та  хронічної доксорубіцинової кардіотоксичності, однак, немає єдиної думки щодо впливу препарату на ефективність та віддалені результати цитостатичної терапії [142–144]. Обмежує застосування дексразозану і характерні для цього препарату мієлотоксичність, нудота та діарея [145]. 

В цілому, підсумовуючи, основні стратегії попередження та лікування кардіотоксичності антрациклінів такі: обмеження кумулятивної дози препаратів до <500 мг/м2, уникнення одночасного призначення інших кардіотоксичних ЛЗ, за наявності факторів ризику – призначення дексразозану, раннє застосування інгібіторів АПФ та бета-блокаторів, регулярний моніторинг функції лівого шлуночка серця та біомаркерів пошкодження серцевого м’яза (бета-натрійуретичного пептиду, серцевого тропоніну) [66, 86, 146–149].

Таким чином, відсутність надійних засобів профілактики та лікування антрациклінової кардіотоксичності спонукає до пошуку нових засобів та стратегій для вирішення цієї проблеми. 

1.3. Шляхи зменшення побічної дії протипухлинних лікарських засобів

На сьогодні найбільш ґрунтовно розроблені стратегії, клінічні підходи та  методичні рекомендації до менеджменту побічних ефектів з боку системи крові. Щодо інших побічних ефектів хіміотерапії, таких як ураження шлунково-кишкового тракту, гонадотоксичність, нейротоксичність, гепатотоксичність тривають інтенсивні пошуки можливих шляхів, методів та фармакотерапії їх попередження і лікування. І при виникненні цих ускладнень найчастіше проводиться симптоматична терапія згідно загальноприйнятих стандартів та протоколів. Такий підхід пов’язаний з відсутністю на фармацевтичному ринку універсальних коректорів токсичної дії цитостатиків, що здатні захищати здорові клітини та підвищувати ефективність та безпечність терапії цитостатиками. Тому до уваги береться ступінь ураження органів-мішеней, систем органів і тяжкість певних симптомів. 

Проведення у повному об’ємі усіх необхідних заходів для лікування лейко- та нейтропенії надзвичайно складне завдання, що зумовлено необхідністю асептичних умов перебування пацієнтів, призначення лікарських засобів для забезпечення протиінфекційного імунітету, гемостимуляторів, гемотрансфузій та антибіотиків [150]. 

У якості терапії супроводу для зменшення побічних ефектів протипухлинної хіміотерапії, а саме лейкопенії, застосовують і ряд альтернативних методів, наприклад, таких як моксібустіон [151] (спалювання на шкірі м'якоті соняшнику або листя рослини Artemisia moxa), застосування китайських трав [152], акупунктури [153], однак їх ефективність не доведена. 

Для боротьби з тромбоцитопенічним, геморагічним синдромами і агранулоцитозом використовують переливання цільної крові та її компонентів (тромбоцитів та лейкоцитів). Щодо тромбоцитопенії, то на сьогодні є дослідження, що вказують на ефективність елтромбопагу – агоніста рецепторів тромбопоетину [154, 155]. Тромбопоетин – цитокін, який приймає активну участь в  регуляції мегакаріопоезу та виробленні тромбоцитів. Це ендогенний ліганд для рецептора тромбопоетину. Елтромбопаг взаємодіє з трансмембранним доменом людського рецептора тромбопоетину та ініціює каскад передачі сигналу, що імітує взаємодію з ендогенним тромбопоеттином. Це призводить до індукції проліферації та диференціювання мегакаріоцитів з клітин-попередниць кісткового мозку. Елтромбопаг на відміну від тромбопоетину не посилює агрегацію тромбоцитів під дією АДФ та не стимулює експресію Р-селектину. 

Ще один пероральний, низькомолекулярний, непептидний агоніст рецепторів тромбопоетину лузутромбопаг на даний момент проходить ІІІ стадію клінічних випробувань і позитивно зарекомендував себе при тромбоцитопенії у пацієнтів з цирозом печінки [156, 157]. Однак ще більш обнадійливі результати отримані при станах, пов’язаних з радіоактивною абляцією [158]. Хоча, безумовно, ці факти потребують доказової бази та достатньої кількісті спостережень. Можливо в майбутньому вони будуть застосовуватися і у пацієнтів, у яких тромбоцитопенія розвинулася як побічна дія протипухлинного лікування (хіміотерапії, радіотерапії, чи їх поєднання) [158].

Згідно рекомендацій останніх років [159] найбільш обґрунтованим є використання мінімальних кількостей еритроцитарної маси при переливанні, і лише з метою досягнення безпечних для життя рівнів гемоглобіну. Переливання ж лейкоцитарної маси дозволяє попередити або пом’якшити перебіг інфекційних ускладнень та полегшити відновлення власного кістково-мозкового кровотворення. На сьогодні відомо, що у здорової людини гранулоцити оновлюються двічі на добу, і їх добова продукція складає від 5∙1010 до 1∙1011 одиниць. Враховуючи те, що в умовах інфекції потреба у гранулоцитах різко зростає, навіть найсучасніші методи отримання гранулоцитів від одного донора дають лише 10-50 % їх необхідної кількості. До того ж трансфузійна терапія супроводжується ризиком перенесення гемотрансмісивних захворювань (гепатити В і С, ВІЛ/СНІД тощо), розвитком імунізації (появою ізоантитіл до донорських тромбоцитів та ін.), розвитком трансфузійних реакцій (гіпертермія, пропасниця, кропивниця тощо) [160, 161]. 

Для лікування мієлодепресії також використовують трансплантацію кісткового мозку або пересадку стовбурових клітин, тобто інвазійні методи, що можуть супроводжуватись серйозними ускладненнями: розвиток реакції «трансплантат проти хазяїна», занесення пухлинних клітин при аутотрансплантації тощо [162–165].

Можливості патогенетичного лікування агресивної мієлодепресії значно розширились з появою принципово нових фармакологічних агентів – гемопоетичних факторів росту, що належать до класу цитокінів – поліпептидних медіаторів міжклітинної взаємодії, які ініціюють проліферацію та диференціювання гемопоетичних клітин-попередниць у кістковому мозку, починаючи від стовбурових та закінчуючи специфічними клітинними елементами. З цією метою сьогодні найчастіше використовуються рекомбінантний гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор (Г-КСФ) та гранулоцитарно-макрофагальний колонієстимулюючий фактор (ГМ-КСФ), відомі як  нейпоген та філграстім, пегфілграстім [166–169]. Однак і ці препарати не завжди ефективні та мають ряд побічних ефектів [170, 171]. Складність оцінки впливу гемоцитокінів у хворих з фебрильною нейтропенією полягає ще й у тому, що вони, як правило, застосовуються на фоні масивної антибактеріальної терапії [172].

На сьогодні достовірно відомо, що використання Г-КСФ та ГМ-КСФ достовірно знижує тривалість нейтропенії на 1-2 дні, однак не має впливу  на певні складові цього синдрому (тяжкість лихоманки і тривалість  призначення антимікробної терапії) та показник летальності від інфекційних ускладнень [150, 173]. Також рутинне застосування КСФ підвищує вартість лікування і, за думкою деяких авторів, є невиправданим при неускладненій ФН (лихоманка, яка триває менше 10 діб без ознак важкої інфекції та органної дисфункції) [170, 172, 174]. Однак у пацієнтів з високим ризиком розвитку небезпечних для життя інфекційних ускладнень (глибока нейтропенія, відсутність ремісії, супутні пневмонія, гіпотензія, сепсис з поліорганною недостатністю, інвазивний мікоз,  при віці старше 65 років тощо) застосування КСФ максимально обґрунтоване та, більше того, може врятувати життя [150, 167, 169, 170].

Ще одним серйозним ускладненням протипухлинної хіміотерапії є ураження гонад. Загальна кількість людей, які пережили діагноз «рак» та усі курси лікування, значно зросла останніми роками, в тому числі тих, хто на час лікування були дітьми та підлітками [175]. А отже зросла популяція населення, які перенесли хіміотерапію у дитинстві та стикнулися з неплідністю як наслідком її побічної дії [176]. Серед чоловіків – це дисспермії, азооспермії, гіпоандрогенемія [177, 178], у жінок – виснаження оваріального резерву, аменореї, рання менопауза [176]. Якщо у дівчат пул яйцеклітин уже наявний незалежно від віку, то у хлопчиків сперматогенез починає функціонувати лише з 12-13 років, а це означає, що діти, які піддалися гонадотоксичному впливові до цього віку, практично у 100% випадків не зможуть мати дітей. Щодо дівчат, можуть застосовуватися засоби та гормональні впливи для пригнічення секреції ФСГ (фолікулостимулюючого гормону). Оскільки гонадотоксична терапія (особливо алкілуючими цитотоксичними препаратами) збільшує рівень апоптозу дозріваючих фолікулів, це призводить до падіння рівня гормонів у периферичній крові, що, за принципом негативного оборотного зв’язку, стимулює секрецію ФСГ. Високий рівень цього тропного гормону заставляє мобілізувати незадіяні фолікули, а токсична терапія викликає їх апоптоз, що швидко призводить до зменшення та виснаження резерву фолікулів. Ще один варіант – зменшення гонадо-оваріального кровотоку, стимуляція сфінгозин-1-фосфату. Це внутрішньогонадна молекула захищає клітини від апоптозу, який розвивається на тлі підвищення вмісту цераміду (продукується соматичними клітинами у відповідь на радіо- та хіміотерапію) [13, 14, 179]. Однак найбільші надії покладаються на захист недиференційованих гермінативних стовбурових клітин. 

Щодо ураження слизових оболонок і розвитку мукозитів та стоматитів, серед заходів для їх лікування та профілактики застосовують, як правило, місцево антисептики типу хлоргексидину [180], антибіотикотерапію, локальні нестероїдні протизапальні лікарські засоби як бензидамін, активно вивчаються можливості факторів росту та цитокінової терапії – рекомбінантний людський епідермальний фактор росту, паліфермін – фактор росту кератиноцитів, ГМ-КСФ. 

Оксидативний стрес відіграє важливу роль у розвитку ушкодження серцевого м’яза та розвитку серцевої недостатності, дилятаційної кардіоміопатії і ураження кардіоміоцитів антрацикліновими антибіотиками. Преклінічні дослідження на тваринах демонструють переваги засобів, які зменшують оксидативний стрес, однак вони не завжди повторюються при проведенні клінічних трайлів. Це означає, що необхідний пошук нових ЛЗ та стратегій боротьби з оксидативним стресом при проведенні протипухлинної хіміотерапії. На сьогодні багато досліджень присвячено попередженню кардіотоксичності антрациклінів і стосуються переважно використання N-ацетилцистеїну, фенілетіламіну, убіхінону (коензим Q10), їх комбінацій з вітамінами E, C, амінокислот L-карнітин, β-адреноблокаторів, інгібіторів АПФ, розувастатину та аналогу етилендіамінтетрауксусної кислоти дексразоксану [20, 85, 138, 144, 181–183]. У літературі є роботи присвячені протекторним ефектам органічного тіосульфату амінофостіну [128], N-ацетилцистеїну та вітаміну Е [131], тіотріазоліну [184, 185], флавоноїду рутозиду [132], пробуколу [123, 124], бета-адреноблокаторів (карведілолу) [125], інгібіторів кальцієвих каналів [126, 127, 181], інгібіторів ангіотензиннперетворюючого ферменту (іАПФ) та антагоністів рецепторів ангіотензину 2 (АРА2) [135, 136, 186], ровустатину [133, 183], гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору [140, 187], простацикліну ілопрост ([139].
Аналіз отриманих результатів показав, що для всіх досліджуваних об’єктів, окрім дексразоксану, кардіопротекторний ефект доведений не був [188]. Однак застосування дексразоксану (кардіоксану) не впливало на показники виживаності хворих. Найбільш перспективними для подальшого вивчення та застосування на сьогодні експерти American College of Cardiology вважають препарати з групи бета-адреноблокаторів, засоби, що впливають на ренін-ангіотензинову систему, та статини [189]. Основні методи попередження та лікування кардіотоксичності антрациклінових антибіотиків на сьогодні можна поділити на наступні напрямки:

· синтез та розробка нових препаратів з мінімальною кардіотоксичною дією та використання ліпосомальних форм антрациклінів;
· зменшення концентрації та швидкості інфузії антрациклінів, контроль кумулятивної дози препарату та її зниження;
· скринінг наявних факторів ризику та груп ризику;
· біохімічні маркери раннього ушкодження серця та їх активне використання у клінічній практиці;
· пошук, розробка та використання неспецифічних і специфічних кардіопротекторів. 

Отже, все ще існує потреба у нових лікарських засобах та підходах до супровідного лікування при проведенні протипухлинної хіміотерапії.  

1.4. Ентеральна сорбційна терапія в онкології

Пошуки шляхів пом’якшення та зменшення проявів системних токсичних ефектів протипухлинної хіміотерапії залишаються вкрай актуальними. Особливу роль при розв’язанні цього питання відіграють сорбційні методи детоксикації, оскільки за останні десятки років значно зросла кількість сорбентів, їх види та методи застосування, особливо у медицині.  

Сорбційні технології – це невід’ємна частина еферентної медицини, науки про лікувальні впливи направлені на видалення з рідких середовищ організму токсичних речовин ендогенного та екзогенного походження та санацію внутрішнього середовища [190, 191]. Усі методи активної детоксикації поділяють на екстракорпоральні та інтракорпоральні. Для перших застосовують певні спеціальні пристрої: мембранні (гемодіаліз, плазмофільтрація, гемоксигенація), центрифужні (плазма-, лейкоцито-, тромбоцито-, еритроцитоферез), сорбційні (гемо-, плазмо-, лімфо-, лікворосорбція), преципітаційні (кислотна кріопреципітація тощо) та електрохімічні (озонування крові до прикладу). Інтракорпоральні методи підсилюють власні системи детоксикації шляхом використання ентеросорбентів, форсованого діурезу, апаратного очищення товстого кишківника, тощо [192–194]. 

Найбільш поширеними методами сорбційної детоксикації є очистка крові та її компонент (гемокарбоперфузія, гемосорбція), коли кров пропускають через колонки з сорбентами; пероральний прийом масивних доз сорбційних матеріалів різного походження – ентеросорбція; використання сорбційних пов’язок для лікування контамінованих ран та опікових поверхонь – сорбційно-аплікаційна терапія [195, 196]. Метод гемокарбоперфузії виявився надзвичайно ефективним для усунення синдрому ендогенної інтоксикації та проявів цитостатичної мієлодепресії після масивної хіміотерапії, що проявлялося покращенням стану хворих, зменшувало частоту ускладнень та дозволяло продовжувати лікування онкологічних захворювань за радикальними схемами [197]. Розроблений у ІЕПОР НАНУ імені Р.Є. Кавецького гемосорбент гранульований делігандизуючий (ГСГД) дозволяє видаляти гідрофобні токсичні метаболіти, які зв’язані з білками плазми крові (некон’югований білірубін, вільні жирні кислоти, феноли, жовчні кислоти, меркаптани, ряд уремічних токсинів) під час процедури гемосорбції. Завдяки «глибокій очистці» транспортних білків та мембран клітин крові досягається терапевтичний ефект при міокардитах, гепатитах та ураженні нирок, які розвиваються на тлі курсів хіміотерапії [198, 199]. Сорбційна детоксикація дає унікальну можливість контролю локальної та системної фармакокінетики протипухлинних лікарських засобів. Шляхом селективного внутрішньоартеріального введення високих доз цитотоксичних препаратів «на вході» з наступним очищенням компонент крові за допомогою гемосорбентів «на виході» з органу, ураженого пухлинними процесом, досягається терапевтично значима різниця рівню концентрації токсичних протипухлинних препаратів  у пухлині безпосередньо та у інтактних вразливих органах [200–203]. Сорбція за допомогою високоактивного гемосорбента типу ГСГД дозволяє забезпечити очистку крові від зв’язаних з білками компонент, включаючи більшість антинеопластичних ЛЗ, та забезпечує низьку їх концентрацію у системному кровотоці та високу у пухлинних тканинах. Завдяки цьому регіональне введення високих доз цитостатиків не супроводжується системними токсичними побічними ефектами. Щоб забезпечити ефективну очистку крові від цисплатину шляхом контролю локальної фармакокінетики необхідні сорбційна колонка та діалізатор екстракорпорально [204]. 

Ще один метод проведення сорбційної детоксикації для контролю системної фармакокінетики передбачає застосування інтраартеріального катетера для введення цитостатиків, при цьому не потрібне відведення та забір для подальшої очистки крові, яка містить високі концентрації цитостатиків  від ураженого пухлиною органа. Замість цього кров з високою швидкістю (від 500 мл/хв до 1 мл/хв) відбирається з будь якої зручної точки доступу та повертається у системний кровотік після масивної сорбційної детоксикації, яка забезпечує видалення не менше 95% хіміопрепарату. Цей варіант дозволяє забезпечувати ефективний захист життєвоважливих органів від дії високих доз цитостатиків [205]. Однак необхідно пам’ятати, що забезпечувати контроль системної фармакокінетики можливо лише за умови, якщо концентрація протипухлинних ЛЗ на вході у колонку є нижчою, ніж у системному кровотоці (через неповну ізоляцію регіонального кровотоку). 

Принциповою відмінністю ентеросорбентів від класичних лікарських засобів полягає у відсутності системної фармакокінетики. Ідеальним лікарським засобом вважається такий, що розчиняється в кишечнику до окремих молекул, повністю всмоктується і розноситься кров’ю до клітин та тканин мішеней. Ентеросорбент, навпаки, не повинен розчинятися і потрапляти у кровообіг, а, зв’язавши токсини, має покидати кишечник під час природного випорожнення або при промиванні за допомогою зонда.  

Через те, що екстракорпоральні методи є інвазійними, вимагають застосування спеціального обладнання та мають чимало протипоказань [191, 206], значна увага дослідників прикута до ентеральної сорбційної терапії. Термін «ентеросорбція» використовується з 1982 року [207]. Механізми її лікувальної дії поділяють на основні та додаткові, а також на місцеві (локальні, оскільки сорбенти не всмоктуються і не потрапляють у загальний кровообіг і «працюють» лише у кишечнику) та дистантні (віддалені) або опосередковані [208, 209]. 

Основні механізми лікувальної дії методу ентеросорбції такі: 

1) поглинання токсичних речовин, які потрапляють у шлунково-кишковий тракт ззовні чи дифундують в просвіт кишки з крові або виділяються з травними соками; 

2) поглинання токсичних метаболітів у ШКТ (індол, скатол та інших); 

3) сорбційна модифікація дієти шляхом вибіркового поглинання амінокислот та вільних жовчних кислот; 

4) фіксація та перенос активних сполук (ферменти, жовчні кислоти і подібних); 

5) зміна об’єму неперетравлюваного залишку по типу харчових волокон; 

6) каталітична дія. 

Додаткові механізми дії ентеросорбентів: 1) обволікаюча та цитопротекторна дія; 2) структуризація вмісту кишки; 3) утворення агрегатів та флокулятів, які містять мікроби та віруси; 4) пряма бактерицидна дія; 
5) комплексоутворення та хелатування; 6) модифікація хімічного складу вмісту кишки до несприятливого для розмноження патогенної флори. 

До опосередкованих ефектів відносять: 1) попередження та ослаблення перебігу токсико-алергічних реакцій; 2) профілактика соматогенної стадії екзотоксикозів; 3) зниження метаболічного навантаження на органи екскреції та детоксикації; 4) корекція обмінних процесів та імунного статусу; 5) покращення гуморального середовища, усунення дисбалансу біологічно активних речовин; 6) відновлення цілісності та проникності слизових оболонок; 7) усунення метеоризму та покращення кровопостачання кишечника; 8) стимуляція моторики кишечника [61, 195, 207, 208]. 

Згідно [209] внаслідок контактної взаємодії ентеросорбентів зі структурами шлунково-кишкового тракту змінюється насиченість слизової ШКТ різними ферментами, змінюється вміст та концентрація ряду біологічно активних сполук і все це супроводжується змінами його функціональної активності.

Ще кілька десятиліть потому поняття «сорбент» асоціювалось лише з активованим вугіллям. Однак на початку 80-х років минулого сторіччя з’явилися роботи Ніколаєва В.Г., Стрелко В.В. та співавторів присвячені вивченню мікросферичних сорбентів на основі синтетичного активованого вуглецю [204, 205, 207]. Були синтезовані і впроваджені у клінічну практику СУГС (сферичний вуглецевий гемосорбент), а потім азотвмісний СКН (сферичний карбоніт). Розробники – Інститут фізичної хімії АН УРСР, Інститут загальної і неорганічної хімії АН УРСР, Інститут проблем онкології ім. Р.Є. Кавецького АН УРСР (сьогодні ІЕПОР НАНУ ім. Р.Є. Кавецького), виробник – Придніпровський хімічний завод. Водночас був розроблений апарат для проведення гемосорбції УЭГ-1 на базі Інституту проблем онкології імені Р.Є. Кавецького. Невдовзі після вдалого впровадження методу гемосорбції за допомогою вуглецевих сорбентів була висунута ідея про застосування сферичних сорбентів для ентеросорбції per os [205, 207]. Було показано, що використання для ентеросорбції сферичної форми активованого вугілля замість порошкоподібної знижує пошкоджуючу дію на слизову оболонку ШКТ. Одночасно було встановлено, що трьох-чотирьох разовий прийом ентеросорбенту протягом кількох днів дозволяє одержати лікувальний ефект аналогічний процедурі гемосорбції.

В основу сучасної класифікації ентеросорбентів покладено кілька принципів: форма, походження, структура матеріалу, вид взаємодії між сорбентом та сорбатом, тощо. 
Класифікація ентеросорбентів за хімічною структурою: 

· вуглецеві ентеросорбенти на основі активованого вугілля такі, як вугілля активоване, вугілля активоване СКН («Leciva», Чехія), Карболонг («Екосорб», Україна), Cорбекс («Валартін Фарма», «Екосорб», Україна), Cорбекс Дуо, Cорбекс Ультра («Валартін Фарма», Україна), Карболайн, Карболен, Карбедон, Панзісорб, Енсорал, Енсорал-С, Ультрасорб («Фарм-Холдинг», Україна) та інші; 

· силікагелі на основі алюмосилікатів, глиноземів, природних мінералів – Смекта («Beaufour Ipsen International», Франція), Каопектат Сукральфат (Вентер) («KRKA», Словенія), Силікагель, Цеоліт, нооліт, алюмосилікати, алюмогель;

· адсорбенти на основі кремнію як Атоксіл («Орісіл Фарм», Україна), Ентеросгель, СорболонгТМ, ЛактоБіоЕнтеросгель («КреомаФарм», Україна), Силікс («Біофарма», Україна), Метроксан («Sanofi Winthrop Industrie», Франція), Полісорб МП («Джанкойсько-Сивашський ДЕЗ», Україна тощо; 

· препарати на основі полівінілпіролідону, як Eнтеродез («Красфарма», Росія);

· засоби на основі лігніну – Фільтрум, Лігносорб, Поліфепан («Сайнтек», Росія), та інші;

· на основі целюлози – мікрокристалічна целюлоза, карбюлоза;

· на основі хітину – хітин, хітозан

· лікарські засоби на основі бурих морських водоростей – Альгісорб («Биотехнология», Росія); 

· препарати на основі аніонообмінних смол – Kayexalate («Sanofi Aventis», Франція), Холестирамін («Pharmascience Inc.», Канада);

· на основі природних харчових волокон – висівки злакових, целюлоза, альгінати, пектини, клітковина, тощо;

· на основі торфу – Сіал-С до прикладу.

За лікарською формою та фізичними властивостями – це гранули (СКН, СКТ-6АВЧ), порошки (ентеросорб, хітин, холестирамін), таблетки (карболен), ксерогелі, гідрогелі, пасти, гелі, колоїди, волокнисті ентеросорбенти, інкапсульовані матеріали, харчові біодобавки. За структурно-сорбційними характеристиками: це високодисперсні порошки, пористі сорбенти (із вмістом поверхневих пор (вуглецевих) та сорбенти зі структурою пористо-глобулярної матриці.

Відносно механізмів сорбції виділяють адсорбенти, абсорбенти, іонообмінні смоли, сорбенти зі змішаними механізмами дії та сорбенти з каталітичними властивостями. Залежно від селективності: селективні монофункціональні, селективні бі- та поліфункціональні та неселективні. За типом реєстрації субстанції, складовою основи і лікарської форми: дієтичні добавки та фармакологічні препарати. Також виділяють ще покоління сорбентів, залежно від часу їх розробки [191, 196, 208–210]. 

Адсорбційні властивості сорбентів зумовлені їх сорбційною ємкістю, селективністю – здатністю сорбувати молекули різного розміру та маси і бактеріальні агенти та площею активної поверхні сорбенту, що зв’язує повний спектр характерних для цієї речовини сорбатів [8, 193, 209]. 

Основні вимоги до ентеросорбентів незмінні вже багато років [208, 209]: це нетоксичність (препарати при проходженні через травний тракт не повинні руйнуватися до компонентів, які при всмоктуванні можуть мати якусь пряму або опосередковану дію на органи та системи організму); відсутність механічної чи хімічної пошкоджуючої дії на слизові ШКТ; висока біосумісність із тканинами, кров’ю та іншими біосубстратами організму (для гемосорбентів); легкість виведення із кишківника; висока адсорбційна ємність для компонентів хімусу, що видаляються; мінімальні втрати білків, вітамінів, ферментів, мікроелементів для неселективних сорбентів; сорбція токсичних метаболітів із середньою молекулярною масою; відсутність десорбції речовин під час виведення та зміни середовища рН; та, що не менш важливе, зручна фармацевтична форма препарату, відсутність негативних органолептичних властивостей сорбенту; сприятливий вплив або відсутність негативного впливу на процеси секреції та біоценоз травного каналу; здатність до поліпотентного лікувального терапевтичного впливу.

Ентеросорбенти мають порівняно неширокий спектр протипоказань: індивідуальна непереносимість; виразкові ураження шлунково-кишкового тракту у стадії загострення; шлунково-кишкові кровотечі; атонія та механічна непрохідність кишківника [208, 209]. При тривалому застосуванні більше двох тижнів можливі розлади моторної функції кишки (частіше закрепи), порушення всмоктування вітамінів та інших поживних речовин. Щоб уникнути цього більшість сорбентів приймають за 1–2 год до їди або через 2 год після їди, та за 
2–3 год. до/після інших лікарських препаратів; а добова доза має бути рівномірно розподілена на 3–4 прийоми, у проміжках між сніданком, обідом і вечерею. Необхідно вживати достатню кількість рідини (звичайної води) [191, 193, 208]. Препарати на основі активованого вугілля забарвлюють фекалії в чорний колір.
У літературі описано позитивні ефекти застосування як вуглецевих, так і кремнійорганічних ентеросорбентів. Відомі позитивні ефекти застосування сорбційної терапії на фоні тривалого застосування токсичних лікарських засобів (при лікуванні туберкульозу, ВІЛ-інфекції тощо), при хронічних запальних процесах з  інтоксикацією, при інфекційних хворобах, при алергічних захворюваннях. Так, у експериментальних роботах доведена ефективність кремнійорганічного ентеросорбента Ентеросгелю для зниження вмісту продуктів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) та покращення ефективності ендогенного антиоксидантного захисту на фоні застосування протитуберкульозних лікарських засобів [211–213] та при їх поєднанні з антиретровірусними препаратами [214–216], при гострій експериментальній крововтраті [217], при введенні цитостатиків [218]. Ентеросорбція широко застосовується при захворюваннях шлунково-кишкового тракту, що робить особливо перспективним її застосування при цитостатичній ентеропатії, та також і для зв’язування антрациклінів, які виділяються з жовчю. За відсутності системної фармакокінетики, ентеральні сорбенти мають виражені дистантні ефекти, знижуючи токсичне навантаження на видільні системи організму [219–222], та знижують рівень ендогенної інтоксикації при інфекційних захворювання, опіковій хворобі [194, 223]. Також має місце зниження рівня прозапальних цитокінів при термічній травмі [194], при алергії [224, 225], при кишкових інфекціях і корові [226, 227], це означає що з допомогою ентеросорбентів ми можемо впливати на патогенетичні ланки розвитку патологічних процесів, оскільки цитокіни – важливі ендогенні регулятори гомеостазу. Описані позитивні клінічні ефекти застосування вуглецевого сорбента СУМС-1 при онкологічній патології, що дозволило знизити дози застосовуваних анальгетиків та зменшити прояви мієлотоксичності та рівень ендогенної інтоксикації [221]. 

Поглинання ендогенних токсинів, які утворюються у самому кишечнику, має особливо важливе значення у тих випадках коли бар’єрна функція епітелію ослаблена, в тому числі і на фоні цитостатичної терапії. У цьому випадку наявність у кишечнику потужних ентеросорбентів попереджує потрапляння у кровотік підвищеної кількості продуктів кишкового метаболізму (індоли, скатол, феноли тощо), бактеріальних ендотоксинів, та самої мікрофлори [209, 228, 229]. 

Гранульовані вуглецеві ентеросорбенти СКН продемонстрували зменшення токсичності рубоміцину у щурів з перевивними пухлинами, та наявність помірного лейкостимулюючого ефекту при клінічній хіміотерапії [204, 230]. Відомо, що вуглецеві ентеросорбенти, як Карболайн, мають виражену антиеметогенну дію на фоні застосуванні різних схем протипухлинної поліхіміотерапії [231, 232]. У хворих з резектабельним раком прямої кишки застосування ентеросорбції знизило частоту розвитку побічних ефектів лікування з 7,4 % до 2,9 %, та дозволило досягти підвищення загальної п’ятирічної виживаності пацієнтів з 66,1 % до 79,3  % [233]. У пацієнтів з ДКМП та цукровим діабетом після проведення сеансів імуноадсорбції відмічено зниження рівня маркера NT-pro BNP та підвищення фракції викиду лівого шлуночка з 25,5 % до 30,9 % (p = 0.02) [234].

Ентеросорбенти зменшують рівень адгезії мікроорганізмів на поверхні слизової кишечника, знижують транслокацію мікрофлори [235]. Зв’язані сорбентами мікроорганізми, токсини та продукти їх метаболізму виводяться з організму, і таким чином, ентеросорбція сприяє зниженню рівня LPS [236, 237].

Ефективність ентеросорбції доведена на експериментальних моделях у тварин з перевивними пухлинами [204, 230]. Так у щурів з перевивною карциномою Герена після лікування циклофосфамідом та метотрексатом досягнуто вираженого мієлопротекторного ефекту усіх клітинних елементів кісткового мозку [204]. У щурів з перевивним еритромієлозом Швеця рівень мієлокаріоцитів був вдвічі та втричі нижчим у порівнянні з групами щурів, які додатково отримували ентеросорбенти та антибіотикотерапію відповідно [204]. Також на тваринних моделях продемонстровано, що застосування ентеросорбції не зменшує протипухлинний ефект, а й має деяку тенденцію до подальшого пригнічення росту перевивних пухлин. Відмічено продовження тривалості життя піддослідних тварин, які отримували ентеросорбенти на фоні цитостатичної терапії порівняно з групами тварин, яким сорбенти не вводили.  

У пацієнтів з лімфомою Ходжкіна двотижневий курс ентеросорбції після проведення інтенсивної хіміотерапії дозволив у півтори рази скоротити тривалість епізодів лейкопенії [61]. Успішно ентеральна сорбційна терапія застосовувалася у післяопераційному періоді у пацієнтів з пухлинами молочної залози та товстого кишечника [221]. Двотижневе призначення вуглецево-мінерального ентеросорбента СУМС-1 з іммобілізованим метронідазолом, з наступного дня після завершення курсу хіміотерапії попереджувало розвиток вираженої лейкопенії та тромбоцитопенії, підвищення рівня сечовини та білірубіну, активності аспартатамінотрансферази (АсАТ) та аланінамінотрансферази (АлАТ), і зменшувало інтенсивність нудоти та блювання.

Важливим кроком вперед у розвитку ентеросорбції стало створення вологих болюсів або гранул з вуглецевих волокон або мікронізованих вуглецевих частинок та води, яка слугувала для зв’язування їх між собою (Карболайн, виробництва ІЕПОР, Україна). Така технологія забезпечує збереження адсорбційних властивостей сорбента та покращує кінетичні параметри адсорбції. Також препарат негайно і без затримок розчиняється у ротовій порожнині, що надзвичайно важливо для пацієнтів при постійній нудоті. Ефективність Карболайну для профілактики гострої та відстроченої еметогенної токсичності цитостатиків продемонстровано у пацієнтів з раком легень та молочної залози та при хворобі Ходжкіна [231]. Так, Карболайн у дозі 15 таблеток на день 5 днів до та 5 днів після хіміотерапії (у день призначення цитостатиків ентеросорбція не проводилася) дозволяв попередити гострі токсичні реакції, викликані лікуванням схемами хіміотерапії, які включали препарати платини, та в чотири рази підвищувало кількість пацієнтів, у яких не розвивалися побічні ефекти при проведенні курсів хіміотерапії без препаратів платини (platinate-free polychemotherapy). Відстрочена еметогенна токсичність, яка, як правило, розвивається у половини пацієнтів, спостерігалася лише у 5% випадків [231].

Таким чином, результати, отримані при проведенні експериментальних досліджень, та дані клінічних спостережень свідчать про доцільність застосування ентеросорбції у комплексі заходів для профілактики та мінімізації системних токсичних ефектів при проведенні протипухлинної хіміотерапії.
Гемопоетичні фактори росту ініціюють проліферацію та диференціювання гемопоетичних клітин-попередниць у кістковому мозку, однак вони не мають впливу на інші побічні ефекти хіміотерапії, в тому числі синдром вираженої ендогенної інтоксикації, зумовлений як і власне злоякісним процесом, так і лікуванням (поліхіміотерапія, хірургічне втручання, променева терапія), направленим на деструкцію вогнищ злоякісного росту [12]. Ентеральна сорбційна терапія (один з методів еферентної терапії, який базується на прийомі спеціально підібраних адсорбентів та спрямований на зв’язування присутніх у ШКТ екзо- та ендогенних токсинів, метаболітів тощо) широко використовується для усунення проявів ендогенної та екзогенної інтоксикації різного походження  в тому числі у якості терапії супроводу при проведенні курсів протипухлинної поліхіміотерапії [191, 223]. Тому логічним стало дослідження можливостей поєднання цих двох чинників. 

Ентеросорбція, котра широко застосовується і при захворюваннях шлунково-кишкового тракту та має позитивний вплив на різноманітні патогенетичні чинники при цій патології, є надзвичайно перспективним методом лікування і при гастроентеропатії, що розвивається на фоні використання цитостатичної хіміотерапії. 
Враховуючи усі наведені факти щодо ролі продуктів перекисного окиснення ліпідів, прозапальних цитокінів, бактеріального LPS у розвитку токсичних ефектів антрациклінів в цілому та доксорубіцину, а також описані позитивні ефекти ентеросорбції, доцільне подальше вивчення ефективності  ентеральної сорбційної терапії при застосуванні антрациклінових антибіотиків. На сьогодні є лише поодинокі повідомлення про можливий позитивний ефект сорбентів на целюлярність кісткового мозку, а також мієлопроективну дію сеансів гемоперфузії при ураженні іонізуючим випромінюванням. 

 Таким чином, проведений аналіз літературних даних обумовлює перспективність і доцільність дослідження обраних препаратів і речовин з метою встановлення їх механізмів дії та ефективності для пом’якшення побічної дії протипухлинних лікарських засобів. 
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ дослідження

Робота виконана на базі Центральної науково-дослідної лабораторії (ЦНДЛ) Тернопільського національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського МОЗ України (Свідоцтво про атестацію № 000478, видане 17.12.2007 р., чинне до 16.12.2012 р.; Свідоцтво про атестацію № 053/13, видане 04.03.2013 р., чинне до 03.03.2018 р.). Керівник ЦНДЛ – старший науковий співробітник, доцент Н.Є. Лісничук. У Відділі засобів та методів сорбційної терапії Інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології імені Р.Є. Кавецького НАН України, завідувач відділу – чл.-кор. НАН України, професор, д-р мед. наук, Заслужений діяч науки і техніки України В.Г. Ніколаєв. У Відділі загальної та молекулярної патофізіології Інституту фізіології імені О.О. Богомольця НАН України, завідувач відділу – професор, 
д-р мед. наук В.Є. Досенко. Вивчення структурно-сорбцйних параметрів вуглецевих гранульованих енетеросорбентів проводили у Інституті сорбції та проблем ендоекології НАН України. Проведення морфологічних досліджень виконано за участі доцента кафедри патологічної анатомії з секційним курсом та судовою медициною Тернопільського національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського МОЗ України Т.В. Дацко. 

Як зазначено раніше, об’єктом дослідження є побічні ефекти протипухлинних ЛЗ (цисплатину, мелфалану та доксорубіцину) та їх корекція за допомогою вуглецевих ентеросорбентів у монозастосуванні та при комбінуванні з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Г-КСФ). 

Предмет дослідження. Мієлопротекторна, гепатопротекторна, гонадопротекторна, нефропротекторна та кардіопротекторна ефективність гранульованих та волокнистого ентеросорбентів і препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору при їх окремому та комбінованому застосуванні за умов дії протипухлинних лікарських засобів різних фармакологічних груп.

Усі маніпуляції проводились при дотриманні принципів біоетики у відповідності з положенням Європейської конвенції щодо захисту хребетних тварин, яких використовують в експериментальних та інших наукових цілях (European convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes, Страсбург, 1986), Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (№ 1759-VI від 15.12.2009) та Директиви Європейського Союзу 2010/10/63 EU щодо експериментів на тваринах. Протоколи досліджень і їх результати затверджені рішенням Комісії з біоетики Тернопільського національного медичного університету імені І.Я. Горбачевського МОЗ України № 53 від 03.05.2019 року.
Для проведення досліджень використали 480 білих нелінійних щурів-самців та самок з початковою вагою 180-200 г. За день до введення препаратів усі тварини було оглянуто кваліфікованим ветеринаром. У дослідження було включено лише здорових тварин, яких рандомізували у групи методом випадкової вибірки. Тварини перебували на стандартному раціоні харчування при природній зміні дня та ночі. Температура повітря підтримувалася в межах 19-25 °С, відносна вологість – 50-70 %, що реєструвалося щодня [239, 240].
Першим етапом вивчення впливу ентеросорбції на інтенсивність розвитку побічних ефектів протипухлинних ЛЗ стали дослідження з використанням офіційно зареєстрованого в Україні безрецептурного засобу Карболайну на тлі застосування цисплатину. Карболайн – вуглецевий ентеросорбент четвертого покоління, який доступний у аптечній сітці. Це продукт для спеціального дієтичного споживання у формі болюсів. ТУУ 24.6-05416946-002-2003. ГВ МОЗ України № 05.03.02-04/66718 від 16.10.2008 р. Нашою метою було переконатися у тому, що вуглецеві ентеросорбенти здатні зменшувати інтенсивність розвитку побічної дії антинеопластичних засобів і при цьому не зменшувати їх протипухлинної активності. Дослідження проводили на щурах з перевивною карциномою Герена. Отримані нами результати спонукали нас до подальшого пошуку ефективних засобів ентеросорбції. Дослідження Бонацької Л.В. та співав. [61, 204] проведені з активованими вуглецевими ентеросорбентами типу СКН продемонстрували мієлопротекторний ефект. Враховуючи це та успішні експерименти з Карболайном, ми поставили перед собою наступне завдання – дослідити ефективність сучасних вуглецевих сорбентів для перорального прийому з більшими адсорбційними ємностями, які є прототипами ентеросорбента СКН та гемосорбента ГСГД. Адже одним  з найбільш частих ускладнень протипухлинної хіміотерапії є розвиток мієлодепресії й інші прояви гематологічної токсичності, перед нами постало завдання відтворити цитотоксичну мієлодепресію в експерименті для  порівняння ефективності дослідних зразків ентеросорбентів. Відомо, що найбільш виражений токсичний вплив на кістковий мозок мають алкілуючі протипухлинні засоби, які є найближчими радіоміметиками [241]. Наш вибір для моделювання та відтворення патології впав на мелфлан – алкілуючий біфункціональний цитостатик, похідне азотистого іприту. Дослідження із застосуванням мелфалану проводили у кілька етапів: 

Етап І – підбір дози мелфалану для моделювання  цитотоксичної  мієлодепресії та вибір ентеросорбента з вираженими мієлопротекторними властивостями;

Етап ІІ – вивчення на лабораторних білих щурах ефективності окремого та комбінованого введенні кращого гранульованого вуглецевого ентеросорбента, офіцинального ЛЗ філграстиму та експериментального вітчизняного зразку рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (р-ГКСФ) при цитотоксичній мієлодепресії;

Етап ІІІ – вивчення ефективності р-ГКСФ та ентеросорбента С2 за умов застосування високих доз мелфалану.

Окремо досліджували вплив факторів корекції на цитостатичну дію мелфалану (ентеросорбента та препаратів Г-КСФ) на щурах з перевивною карциномою Герена.

Моделювання субхронічної доксорубіцинової токсичності та ефективність ентеральної сорбційної терапії у комбінації з Г-КСФ – ще один етап досліджень. 

Досліджувані речовини, які було використано, наступні:

1) Карболайн – вологі гранули (орально диспергована форма), отримані методом пресування подрібненого активованого волокнистого вуглецевого сорбента АУТ-М із розвинутою сорбційною поверхнею та питомою вагою пор коло 2500 м2/г (вага сухого залишку 0,45±0,05 г). Препарат офіційно зареєстрований в Україні як дієтична добавка, доступний у аптечній сітці. 
2) вуглецевий гранульований ентеросорбент С1, прототип сорбента СКН з насипною вагою 0,28 г/см3, розміром гранул 0,15-0,25 мм та питомою площею поверхні  SBET=1719 м2/г. Це спеціально розроблений у ІЕПОР НАНУ дослідний зразок. 
3) вуглецевий гранульований ентеросорбент С2, прототип гемосорбента ГСГД з насипною вагою 0,18 г/см3, розміром гранул 0,15-0,25 мм, питомою площею поверхні  SBET=2162 м2/г. Це спеціально розроблений у ІЕПОР НАНУ дослідний зразок. 
4) Філграстім – нейпоген, офіцинальний препарат гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору, розчин для підшкірних ін’єкцій 3 000 000 млн ОД Hoffmann-La Roche Ltd. На момент проведення досліджень – офіційно зареєстрований в Україні та доступний у аптечній сітці лікарський засіб.
5) вітчизняний рекомбінантний гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор (р-ГКСФ). Розробка ІЕПОР НАНУ.

6) мелфалан – Алкеран, ліофілізат 50 мг для приготування розчину для внутрішньосудинного введення GlaxoSmithKline. Наданий представниками компанії в Україні.
7) Цисплатин – Цисплатин-ЛЕНС концентрат для приготування розчину 0.5 мг/мл 20 мл, Veropharm. На момент проведення досліджень – офіційно зареєстрований в Україні та доступний у аптечній сітці лікарський засіб.
8) Доксорубіцин – Doxorubicin Teva 10 mg/5ml, TEVA Pharmachemie, the Netherlands. На момент проведення досліджень – офіційно зареєстрований в Україні та доступний у аптечній сітці лікарський засіб.
Дослідження з цисплатином проводилися на білих нелінійних щурах-самках з масою тіла 200±20 г, вирощених у віварії ІЕПОР. Усі процедури проводилися відповідно до правил та вимог локального комітету з етики ІЕПОР НАНУ. Суспензію клітин карциноми Герена було введено щурам підшкірно у ділянці стегна лівої задньої лапки. Коли об’єм пухлини досягнув 0,5 см3 тварин було рандомізовано у 4 групи: 1 – тварини групи пухлинного контролю з карциномою Герена, КГ (n = 7); 2  - тварини з карциномою Герена, яким проводили ентеросорбцію (КГ + ентеросорбція) (n = 8); 3 – група тварин, які отримували цисплатин (КГ + цисплатин) (n = 8); тварини 4-ї групи отримували  цисплатин та сорбент (КГ + цисплатин + карболайн) (n = 8). Групу контролю склали 6 здорових тварин. 


Цисплатин (Верофарм, Росія) вводили через день у хвостову вену у дозі 1,0 мг/кг протягом двох тижнів, починаючи з 5-ї доби, коли сформувалися пухлини, і їх об’єм становив не менше 0,5 см3. Для ентеральної сорбційної терапії ентеросорбент Карболайн у дозі 0,65 г/кг у вигляді суспензії в двох мілілітрах дистильованої води вводили внутрішньошлунково через одну годину після введення цисплатину. Щурам інших груп вводили 2 мл дистильованої води без сорбенту та/або 0,5 мл фізрозчину замість ін’єкцій цитостатика. Розмір пухлини визначали шляхом вимірювання трьох ортогональних діаметрів відповідно до формули визначення площі еліпсоїда. Для характеристики динаміки росту пухлини застосовували коефіцієнт, визначений як співвідношення між розмірами пухлини у день вимірювання до розміру пухлини у день першого введення цисплатину. Через три доби після останнього введення досліджуваних препаратів тварин було зважено та під загальним наркозом з vena cava inferior взято кров для досліджень. Пухлини та тканини печінки, нирок і селезінки взято для гістологічного дослідження. Також визначали концентрацію креатиніну, сечовини, сечової кислоти, активність АлАТ та АсАТ.

Коливання маси тіла піддослідних тварин розраховували за формулою: 

Втрата маси тіла (%) = (маса тіла1-ий день ін’єкції – маса тілаостанній день експерименту) x100/ маса тіла.

Оскільки пероральне застосування мелфалану характеризується значною варіабельністю всмоктування та залежить від різних факторів (неповне всмоктування у ШКТ, варіабельність метаболізму у печінці та можлива пресистемна елімінація препарату, вживання жирної їжі знижує біодоступність препарату на 36-54%) [165, 242, 243], нами було обране його одноразове парентеральне введення. Для визначення LD50 та вибору дози мелфалану для моделювання цитостатичної мієлодепресії ми провели дослідження гострої токсичності мелфалану на щурах яким одноразово внутрішньовенно ввели мелфалан у дозі 3, 6, 9 та 12 мг/кг. За допомогою програми StatPlus 2009 Professional 5.8.4 ми провели пробіт-аналіз та встановили межі коливань LD50. За методом Прозоровського LD50 мелфалану при одноразовому внутрішньовенному введенні становило 4,765±1,003 мг/кг (нижня межа 2,63 мг/кг, верхня межа 6,90 мг/кг). За методом Фінні 4,22±0,62 мг/кг (нижня межа 3,10 мг/кг, верхня межа 5,49 мг/кг). 

Для визначення шляху введення препарату нами була проведена серія дослідів для вивчення впливу мелфалану у різних дозах та при різних шляхах введення на стан кісткового мозку. З цією метою дослідження проводили на здорових тваринах щурах-самцях з масою тіла (200±20) г. Одній групі тварин мелфалан вводили внутрішньовенно (в/в) одноразово у дозі 3 мг/кг і вивчали препарати кісткового мозку через 3 та 7 діб (на четверту та восьму доби відповідно з дня введення ЛЗ). Іншій групі вводили мелфалан внутрішньочеревинно (в/о) повторно у дозі 3 мг/кг три та п’ять разів до сумарної дози 9 та 15 мг/кг відповідно. Для вивчення впливу мелфалану на кістковий мозок ми за допомогою проточної цитофлуометрії досліджували препарати кісткового мозку, вилученого зі стегна дослідних тварин. Визначали такі показники: кількість поліхроматофільних (ПХЕ%) та нормохроматофільних еритроцитів, а також загальний вміст ядровмісних клітин (ЯК%) та вміст гранулоцитів. За результатами експерименту для моделювання цитотоксичної мієлодепресії нами була обрана доза 3 мг/кг мелфалану внутрішньовенно.

При проведенні першого етапу досліджень з мелфаланом (L-PAM) розподіл груп (n=10) був наступним: 1 – група інтактних тварин; 2 – L-PAM3, контрольна патологія, тварини, котрі отримували мелфалан з розрахунку 3 мг/кг; 3 – L-PAM3+С1, тварини, яким окрім цитостатика вводили вуглецевий ентеросорбент С1; 4 – L-PAM3+С2, тварини, які отримували вуглецевий ентеросорбент С2. Проводили визначення гематологічних та біохімічних показників периферичної крові: показники цитолізу та холестазу, рівня ендогенної інтоксикації та функціонування нирок, прооксидантно-антиоксидантної системи, гістологічний аналіз таких тканин та органів: тонка кишка, селезінка, печінка, яєчка, нирки. Оскільки летальність серед тварин була відсутня, для наступного етапу досліджень ми використовували мелфалан у дозі 4 мг/кг.

За результатами першого етапу, другий етап досліджень проводили з використанням лише ентеросорбенту С2 у монозастосуванні та у комбінації з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого препарату. Розподіл груп при проведенні другого етапу досліджень: 1 – інтактні тварини; 
2 – L-PAM4, тварини, які отримали мелфалан з розрахунку 4 мг/кг; окрім цитостатика, тваринам 3 групи (L-PAM4+С2) вводили ентеросорбент С2; 
4 - (L–PAM4+р-ГКСФ) – вітчизняний рекомбінантний гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор (р-ГКСФ) розробки ІЕПОР НАНУ, 
5 (L–PAM4+філграстим) – нейпоген, 6 (L–PAM4+С2+ філграстим) – ентеросорбент С2 та філграстим. 

Ще одну серію дослідів провели на тваринах з перевивною  карциномою Герена. Через 8 діб після перещеплення, коли пухлина сформувалася, щурам II-VI груп один раз у хвостову вену ввели L-PAM (Мелфалан) у дозі 5,5 мг/кг. Ентеросорбент С2 вводили перорально щоденно: три рази до введення L-PAM та сім разів після введення цитостатика. Доза С2 становила 5 мл на 1000 г маси тіла тварини. Філграстим та р-КСФГ починали вводити через добу після введення L-PAM. Здійснили 4 щоденних підшкірних введення філграстиму та р-КСФГ у дозі 50 мкг/кг маси. 

При виконанні цього етапу роботи у шести групах експериментальних тварин досліджували  динаміку росту пухлини за її об’ємом. Дослідження проводились на білих нелінійних щурах-самках масою (200±20) г, яких утримували на стандартному раціоні віварію. Піддослідним щурам підшкірно у ділянці спини, з дотриманням вимог біоетики, перещеплювали  карциному Герена по 0,4 мл 23 % суспензії пухлинної тканини. Об’єм пухлини визначали  за формулою: 
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,                                     (2.1)
де  V - об’єм пухлини  (см3); a, b, c – ортогональні розміри пухлини (см).     

Через 17 діб після перещеплення  пухлини досліджували мієлограму кісткового  мозку експериментальних тварин та визначали загальні показники периферичної крові, використовуючи гемоаналізатор “ParticleCounter” (Erma Inc., Японія).  

Третій етап роботи включав вивчення можливостей поєднаного застосування гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору та ентеросорбції за умов введення мелфалану у дозі 5,5 мг/кг. Розподіл груп був наступним (n=7): 1- група контролю; 2 (L-PAM5,5) – тварини, які одноразово отримали внутрішньовенну ін’єкцію мелфалану з розрахунку 5,5 мг/кг; 
3 (L-PAM5,5+р-ГКСФ) – тварини отримували алкілуючий агент під прикриттям Г-КСФ; та 4 (L-PAM5,5+С2+р-ГКСФ) – тварини, окрім цитостатика, отримували ентеросорбент С2 та р-ГКСФ та інтактні тварини. 

Сорбенти вводили внутрішньошлунково у вигляді зависі у дистильованій воді за допомогою зонда протягом трьох днів до введення мелфалану та сім днів після цього з розрахунку 5 мл на 1000 г маси щура, що складало 1400 мг/кг сухої ваги для С1 та 900 мг/кг сухої ваги для ентеросорбенту С2. Інтактні тварини отримували еквівалентну кількість дистильованої води. Філграстим та р-ГКСФ вводили підшкірно з розрахунку 50 мкг/кг починаючи з наступного дня після введення мелфалану впродовж 4 днів один раз на добу. 

На 8-у добу після ін’єкції мелфалану, дотримуючись правил біоетики поводження з піддослідними тваринами, тварин виводили з експерименту під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг) [239, 240]. Для дослідження було взято тканини печінки, нирок, селезінки, яєчок, тонкої кишки та сироватку крові, а також зроблено мазки периферичної крові та кісткового мозку, досліджено процеси апоптозу/некрозу лімфоцитів та нейтрофілів. 

Дослідження з доксорубіцином проводили на статевозрілих нелінійних щурах-самцях з масою тіла (200±20) г, яких утримували на стандартному раціоні віварію ТДМУ з доступом ad libitum до питної води. Тварин шляхом сліпої вибірки було рандомізовано у  наступні групи: 1. Контрольна група  – здорові щури; 2. Група тварин, що отримували доксорубіцин (DOX); 3. щури, які з метою корекції отримували ентеральну сорбційну терапію з гранульованим вуглецевим ентеросорбентом С2 (DOX+С2); 4. Тварини, які для корекції отримували ентеральну сорбційну терапію та препарат Г-КСФ філграстим (DOX+С2+філграстим). Субхронічну токсичність доксорубіцину моделювали шляхом введення препарату (Doxorubicin Teva 10 mg/5ml, TEVA Pharmachemie, the Netherlands) внутрішньочеревинно 1 раз на тиждень з розрахунку 5 мг/кг маси щура чотирьохкратно (кумулятивна доза 20 мг/кг маси тіла) [244]. Тварини контрольної групи отримували інтраперитонеально еквівалентну кількість стерильного ізотонічного фізрозчину.  

Вуглецевий гранульований ентеросорбент С2 (насипна вага 0,18 г/см3, розмір гранул 0,15-0,25 мм, площа пор за BET 2162 м2/г) вводили внутрішньошлунково у вигляді завису в дистильованій воді за допомогою зонду, починаючи з наступного дня після ін’єкції доксорубіцину, з розрахунку 5 мл на 1000 г маси щура, що складало 900 мг/кг сухої ваги. Інтактні тварини отримували еквівалентну кількість дистильованої води. Філграстим – офіцинальний препарат гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Нейпоген, F.Hoffmann-La Roche Ltd.), вводили підшкірно з розрахунку 50 мкг/кг, починаючи з наступного дня після четвертої ін’єкції доксорубіцину впродовж 4 днів один раз на добу.

2.1 Основні гематологічні показники вивчали на автоматичному гематологічному аналізаторі BC-3000Plus Mindray (Mindray, Китай) та гемоаналізаторі ParticleCounter (Erma Inc., Японія). Гомогенати печінки отримували за допомогою гомогенізатора SilentCrusher S (Heidolph, Germany).  

2.2 Визначення активності маркерних ферментів цитолізу та ушкодження міокарда і печінки

2.2.1 Визначення активності АлАТ

Визначення активності аланінамінотрансферази АлАТ проводили з використанням стандартного набору реактивів «Lachema» на біохімічному аналізаторі  Humalyzer 2000 за методом Райтмана-Френкеля [245].

Активність АлАТ у сироватці крові виражали у Од/л. 

2.2.2 Визначення активності аспартатамінотрансферази (АсАТ) 

Визначення активності АсАТ проводили за методом Райтмана-Френкеля [245], використовуючи стандартний набір реактивів «Lachema» на біохімічному аналізаторі  Humalyzer 2000.

Активність АсАТ у сироватці крові виражали у Од/л. 

2.2.3 Визначення активності креатинфосфокінази МВ  фракції (КФК-МВ)

Визначення активності КФК-МВ [246] проводили використовуючи стандартний набір реактивів «Cormay» на біохімічному аналізаторі  Humalyzer 2000.

Активність КФК-МВ у сироватці крові виражали в умовних одиницях УО/л.

2.3 Визначення маркерних показників холестазу

2.3.1 Визначення активності лужної фосфатази (ЛФ) у сироватці крові 

Для визначення активності ЛФ [246] використовували стандартний набір реактивів «Lachema» на біохімічному аналізаторі Humalyzer 2000.

Активності ЛФ у сироватці крові виражали у Од/л. 

2.3.2 Визначення вмісту загального білірубіну у сироватці крові

Визначення вмісту загального білірубіну [246] проводили використовуючи стандартний набір реактивів «Human» на біохімічному аналізаторі Humalyzer 2000 за методом Єндрашика. 

Вміст загального білірубіну у сироватці крові виражали у мкмоль/л. 

2.4 Визначення вмісту загального білку у сироватці крові

Визначення вмісту загального білку у сироватці крові [246] проводили з використанням стандартного набору реактивів «Lachema» на біохімічному аналізаторі  Humalyzer 2000.

Вміст загального білка виражали у г/л.

2.5 Визначення вмісту молекул середньої маси (МСМ1 та МСМ2). 

Визначення вмісту молекул середньої маси проводили за методикою [247, 248]. Концентрацію МСМ1 та МСМ2 у сироватці крові виражали в ум.од./л.

2.6 Визначення активності процесів пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ)


Активність процесів вільнорадикального окиснення досліджували у тканині печінки та сироватці крові лабораторних тварин.

2.6.1 Визначення концентрації ТБК–активних продуктів (ТБП)


Принцип методу полягає у здатності вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів, а саме малонового диальдегіду, при взаємодії з тіобарбітуровою кислотою (ТБК) при високій температурі в кислому середовищі утворювати забарвлений комплекс, інтенсивність якого прямо пропорційна вмісту ТБП. Дослідження проводили у 10 % гомогенатах печінки та серця, і сироватці крові [249].


Вміст ТБП у гомогенатах тканин печінки та серця, сироватці крові виражали в мкмоль/кг або мкмоль/л відповідно. 


2.6.2 Визначення вмісту гідропероксидів ліпідів (ГПЛ)

Принцип методу ґрунтується на здатності екстрагованих гептан-ізопропіловою сумішшю ГПЛ інтенсивно поглинати світло при довжині хвилі λ=232 нм [250].


Вміст ГПЛ виражали в умовних одиницях екстинкції на кг тканини печінки (ум. од./кг).


2.7. Методи визначення активності і вмісту компонентів системи антиоксидантного захисту


2.7.1 Визначення активності супероксиддисмутази (СОД)


Принцип методу. Про активність ферменту свідчить його здатність інгібувати відновлення нітротетразолію синього при наявності НАДН2. Активність СОД визначали за методом [251]. 


Кiлькiсть ферменту, яка здатна iнгiбувати відновлення нiтротетразолiю синього на 50 %, приймали за 1 ум. од. активності.

2.7.2 Визначення активності каталази  


Активність каталази визначали за методом М.А. Королюк і співавт. [252]. Принцип методу ґрунтується на здатності пероксиду водню утворювати з молiбдатом амонію стійкий забарвлений комплекс.

Активність каталази виражали в каталах (кат/л або кат/кг) i розраховували за формулою:

      


АКАТ = (Ех–Ед)/·V·t·К,




(2.2)


де АКАТ – активність каталази,  кат/л або кат/кг

Ех і Ед – екстинкції холостої i дослідної проб; 

V – об’єм внесеної проби, л; 

t – час інкубації, с; 

К – коефіцієнт мілімолярної екстинкцiї пероксиду водню, який дорівнює 22,2·10–3 ммоль–1·с–1.


2.7.3. Визначення вмісту відновленого глутатіону (G–SН) 


Принцип методу полягає у тому, що при взаємодії 5,5’–дитіобіс(2–нітробензойної) кислоти (реактив Елмана) з вільними SН–групами відновленого глутатіону відбувається утворення тіонітрофенільного аніону, кількість якого прямо пропорційна вмісту G–SН [253].


Вміст G–SН розраховували, виходячи з коефіцієнту молярної екстинкції для тіонітрофенільного аніону, який дорівнює 11400 мольˉ¹·сˉ¹, і виражали у ммоль/кг тканини печінки.

2.7.4. Визначення концентрації церулоплазміну (ЦП) 

Концентрацію церулоплазміну визначали за методикою [246]. Принцип методу: окиснення п–фенілендіаміну в присутності церулоплазміну призводить до утворення забарвлених продуктів. Кількість ЦП прямо пропорційна інтенсивності забарвлення. 

Концентрацію церулоплазміну виражали в мг/л.

2.7.5. Визначення загальної антиокислювальної активності сироватки кровi 

Принцип методу полягає у здатності сироватки крові гальмувати реакції ліпопероксидації в гомогенатi тканин щурiв [254]. Очищену вiд кровi тканину мозку гомогенiзували в 40 мМ льодяному фосфатно-соляному буферi, рН = 7,4 (1:4). Гомогенат центрифугували при 1000 об/хв протягом 15 хв. Супернатант розбавляли трьома об’ємами фосфатно-соляного буферу. В пробiрки вносили по 5 мл розведеного гомогенату, 50 мкл дослiджуваної плазми або буферного розчину (контроль). Проби iнкубували при 37 оС протягом 1 год. Вiдбирали по 4 мл зразка, додавали 2 мл 28 % трихлороцтової кислоти i центрифугували 15 хв при 3000 об/хв. Вiдбирали 4 мл супернатанту, додавали 1 мл 1 % ТБК i кип’ятили 15 хв. Проби фотометрували при 532 нм. Паралельно визначали вмiст продуктiв перекисного окислення у пробах без iнкубацiї (0 час). Загальну антиоксидну активнiсть (ЗАА) плазми виражали в % i визначали за формулою:

 ЗАА = (1 - (Едосл. - Ео)/(Еконтр. - Ео контр.)) х 100, 

(2.3)
де Едосл. i Еконтр. – екстинкцiї iнкубованих дослiдної i контрольної проб; 

     Ео i Ео контр. – екстинкцiї дослiдної i контрольної проб, якi не iнкубувалися.

2.8. Гістологічне дослідження тканин та органів.

Для гістологічного дослідження брали  наступні тканини: печінка, селезінка, тонкий кишечник, яєчка та нирки. Кусочки органів фіксували в 10 % нейтральному розчині формаліну та фіксаторі Ліллі, з наступною заливкою в парафін. Отримані на санному мікротомі зрізи фарбували гематоксиліном та еозином за загальноприйнятою методикою [255].

Послідовність розвитку патологічного процесу документували за допомогою мікроскопа ЛОМО Біолам та системи виведення зображень гістологічних препаратів. При вивченні морфологічної організації печінки звертали увагу на зміни паренхіми та основних структурних елементів. 

2.9. Методика фарбування мазків периферичної крові

Забір периферичної крові експериментальних тварин проводили із хвостової вени, кістково-мозкові клітини отримували з грудини для приготування препаратів-мазків стандартним способом. Фарбування мазків крові та кісткового мозку проводили за методом Паппенгейма, помістивши їх у кювету з розчином барвника-фіксатора Май-Грюнвальда на 5 хв, після чого мазки промивали у дистильованій воді і поміщали у робочий розчин барвника Романовського-Гімзи на 10–15 хв. Після фарбування мазки промивали у дистильованій воді і висушували на повітрі. Підрахунок клітин здійснювався загальноприйнятим способом. 

      2.10. Дослідження кісткового мозку

Кістковий мозок виділяли з стегнових кісток щурів, готували мазки-відбитки. Мієлограми підраховували в мазках, фарбованих за Паппенгеймом, при підрахунку 200 клітин. При оцінці клітинного складу кісткового мозку аналіз даних проводили сумарно по пулам кровотворення в залежності від рівня диференціювання клітин. Мієлоїдний росток: незрілі гранулоцитарні клітини – мієлобласти, нейтрофільні та еозинофільні промієлоцити, мієлоцити, метамієлоцити; зрілі гранулоцити – нейтрофіли, еозинофіли та базофіли паличкоядерні, сегментоядерні. Еритроїдний росток – еритробласти, пронормоцити, нормоцити базофільні, нормоцити поліхроматофільні та оксифільні. Мітотичну активність визначали за числом клітин, що знаходились в фазі мітотичного поділу, при підрахунку 1000 клітин мієлограми.

2.11. Дослідження процесів апоптозу/некрозу 

На 8-у добу після ін’єкції мелфалану у дозі 4 мг/кг тварин виводили з експерименту згідно з правилами біоетики під загальною анестезією кетаміном. Для проведення дослідження брали тканини печінки. Для аналізу процесів апоптозу та некрозу виділяли лімфоцити та нейтрофіли. Для виділення клітин промиті в фосфатно-сольовому буфері тканини печінки гомогенізували в магнітному подрібнювачі тканин SilentCrusher S (Німеччина), гомогенат центрифугували 20 хв при 8000 об/хв.  З надосадової рідини виділяли фракції лейкоцитів на градієнті щільності фікол-урографін за методикою A. Boyum (1968).

Нейтрофіли виділяли на подвійному градієнті щільності стерильних розчинів фікол-урографіну. Щільність верхнього шару градієнта складає 1,075–1,077, а нижнього – 1,093–1,095. Об’єм кожного шару градієнта дорівнює 1,5 мл. Через 30 хвилин після центрифугування при 1500 об/хв на межі між плазмою і верхнім шаром градієнта утворюється кільце, що складається в основному з лімфоцитів (45-50%). А в інтерфазі між двома шарами градієнтів щільності розташовується шар гранулоцитів з чистотою 96–98%, 2–4% складають мононуклеари. Клітини акуратно збирали, переносили у стерильні центрифужні пробірки, тричі відмивали стерильним 0,85% розчином хлориду натрію і розводили цим же розчином до концентрації 5 × 106 клітин/мл. 
Суспензію  ізольованих нейтрофілів змішували з рівним об’ємом 0,4 %  розчину трипанового синього і через 5 хв розглядали в світловий мікроскоп під великим збільшенням. Здорові життєздатні нейтрофіли мають круглу форму, характерний блідо-фіолетовий колір, чітко окреслену плазматичну мембрану. Пошкоджені клітини забарвлюються вітальним барвником і мають темно-синій колір і неправильну форму. Працювали з клітинними суспензіями, ступінь забарвленості клітин в яких не перевищував 25 % [256]. 
Отриману  суспензію лімфоцитів відмивали двічі  в холодному фосфатно – сольовому буфері  (PBS) («Helikon», США),  після чого ресуспензували клітини в робочому розчині Са2+-зв'язуючого буферу для фарбування до концентрації 1×106 клітин /мл. 

Пізніше переносили 100 мкл клітинної суспензії (1×106 клітин/мл) в пробірку ємкістю 5 мл, добавляли 5 мкл Annexin V – FITS Kit System for Detection Аpoptosis FITС і 5 мкл пропідію йодиду, PI. Після цього вміст пробірки акуратно перемішували, інкубували 15 хв при кімнатній температурі в темноті. Після цього кожну пробірку добавляли 400 мкл робочого розчину буфера для фарбування. Аналізували на проточному цитофлюориметрі протягом години після фарбування. 

Отримані результати представляли у відсотках (співвідношення числа анексин-позитивних клітин до загальної кількості фракції лейкоцитів) [257]. Аналіз проб проводили на проточному цитометрі Epics XL («Beckman Coulter», США) з аргоновим лазером, визначаючи декілька параметрів: мале кутове світлорозсіювання (FSC), що характеризує розмір клітини, бічне світлорозсіювання (SSC), що характеризує цитоплазматичні, а також мембранні особливості клітини, і показник зеленої флюоресценції (флюоресцеїн ізотіоціанат - V–FITC - 530 нм). Досліджувану популяцію клітин гейтували в координатах FSC (вісь абсцис) і SSC (вісь ординат), потім аналізували на наявність флуоресценції в координатах на основі Dot Plot. Використовували автоматичне програмне забезпечення та методи збору та аналізу даних з високою роздільною здатністю (1024 канали). 

Дискримінаційний аналіз типу клітинної смерті включав: 2-ий  квадрант – нейтрофіли, позитивні  за PI  і  анексином V-FITC – пізня  стадія  апоптозу  або  некроз; 3-ій  квадрант – нейтрофіли,  негативні  за PI  і анексином V–FITC - життєздатні клітини; 4-ий  квадрант – нейтрофіли,  позитивні  за  анексином 
V-FITC  і  негативні  за PI – рання  стадія  апоптозу.

2.12. Визначення параметрів роботи серцево-судинної системи за допомогою мікрокатетерів та програмного забезпечення Millar Instruments

Для визначення параметрів роботи серця у піддослідних тварин, їх наркотизували уретаном із розрахунку 1,5 г/кг маси тіла. Щура фіксували на операційному столі, препарували праву сонну артерію. Стандартний 2F катетер для реєстрації тиску з відстанню між сигнальними електродами у 9,0 мм (SPR-838; Millar Instruments, Houston, TX) калібрували за об’ємом шляхом занурення катетера у калібрувальну кювету (P/N 910-1048), яка складає ряд циліндричних отворів відомого діаметру (від 2 до 15 мм) та об’єму (від 28,27 до 1590 мкл), залитих кров’ю щура з додаванням гепарину. Катетер вводили через праву сонну артерію ретроградно у ЛШ для запису показників гемодинаміки в умовах закритої грудної порожнини за допомогою ChartTMv.5.4.2 (ADInstruments, Millar Instruments, Houston, TX). Співвідношення тиску-об’єму ЛШ аналізували за допомогою пакету програм PVAN 3.6 (ADInstruments, MillarInstruments, Houston, TX) з конвертацією відносних одиниць об’єму (RVU) в абсолютні одиниці об’єму за допомогою формули (slope 20,25×RVU – intercept 29,05). При цьому розрахунки базувалися відповідно до рекомендацій виробників на початковому калібруванні катетера і повторних калібруваннях приладу MPVS 400 Systems для реєстрації показників.

Схематично фази серцевого циклу та окремі показники механічної функції серця зображено на рис. 2.1. Запис показників кардіодинаміки було здійснено у двох режимах: у вихідному стані та за умов тимчасової (протягом 7-10 с) оклюзії задньої порожнистої вени. 
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Рис. 2.1 Схематичне зображення серцевого циклу. 

Примітки. 1 - відкриття мітрального клапану, 2 - діастолічне наповнення, 3 - закриття мітрального клапану, 4 - ізоволюмічне скорочення, 5 - відкриття аортального клапану, 6 - викид крові, 7 - закриття аортального клапану, 8 - ізоволюмічне розслаблення, 9 - ударний об’єм, ділянка сірого кольору – робота серця по викиду крові. Основні кардіогемодинамічні параметри, які реєструвалися та аналізувалися, ми розділяли на декілька груп: насосна функція, діастолічна функція, скоротлива функція. 
Насосна функція оцінювалася за комплексом показників: хвилинний об’єм крові (cardiac output, CO), фракція викиду (ejection fraction, EF), ударний об’єм (stroke volume, SV), ударна робота (stroke work, SW), а також показниками максимальної потужності (maximal power, MP) і максимальної потужності, зрівноваженої на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP), що є співвідношенням максимальної величини потужності під час серцевого циклу до квадрату кінцево-діастолічного об’єму [258]. 

CO = SV×HR,

EF = SV×100% / EDV,

SV = EDV – ESV,

SW = SV×MAP,

MP = SV× (0,133×MAP) ×HR/3600,

PaMP = SV×MAP×HR/EDV2.

Діастолічну функцію досліджували за допомогою наступних показників: кінцево-діастолічний об’єм (end-diastolic volume, EDV) та тиск (end-diastolic pressure, EDP), максимальна швидкість розслаблення міокарда (dP/dtmin), ізоволюмічна константа розслаблення міокарда τ за методом Weiss (τw).
Скоротливу функцію вивчали за результатами визначення максимальної швидкості скорочення міокарда (dP/dtmax), показниками кінцево-систолічного тиску (end-systolic pressure, ESP) й об’єму (end-systolic volume, ESV),частоти серцевих скорочень (heart rate, HR). Артеріальна жорсткість відображає скоріше комплекс властивостей судин, ніж напряму свідчить про їх жорсткість. За поглядами Sunagawa К. et al. [259], артеріальна жорсткість одночасно описує такі основні елементи судинного навантаження: загальний периферичний опір судин, податливість судин, показник імпедансу, тривалість систоли та діастоли. В контексті аналізу гемодинамічних параметрів цей показник може слугувати для оцінки постнавантаження серця і розраховується за формулою: AE=ESP/SV

Застосування системи MPVS 400 за умов тимчасової оклюзії черевної порожнистої вени дає змогу оцінити незалежні від навантаження показники кардіодинаміки.

Для запису показників гемодинаміки в умовах відкритої черевної порожнини робили невеликий розріз нижче мечовидного відростку. На основі кривих, отриманих під час тимчасових оклюзій задньої порожнистої вени в умовах відкритої черевної порожнини, було отримано наступні параметри: коефіцієнт кінцево-систолічного співвідношення тиску/об’єму, що використовується, як показник максимальної кінцево-систолічної жорсткості міокарда (Emax).

За концепцією Sagawa K. et al. [260] ЛШ серця характеризується змінною у часі жорсткістю (time-varying elastance). В кожній точці серцевого циклу еластичні властивості ЛШ можна оцінити за допомогою жорсткості міокарда (E), яка збільшується при переході серця із діастолічної фази у систолу. Згідно з цією концепцією при тимчасовій оклюзії нижньої порожнистої вени визначають такі показники: кінцево-систолічне співвідношення тиску-об’єму, коефіціент нахилу (slope) якого є індексом кінцево-систолічної жорсткості міокарда (Ees), максимальне значення жорсткості міокарда (Emax), кінцево-діастолічне співвідношення тиску-об’єму, коефіціент нахилу (slope) якого відображує здатність міокарда до розтягнення, або його кінцево-діастолічну жорсткість (Eed) (рис. 2.2). 
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Рис. 2.2. Схематичне зображення залежності тиску-об’єму та похідних: кінцево-систолічного та кінцево-діастолічного співвідношень, ЖМкс, АЖ.

Зазначений підхід дає можливість оцінити максимальний резерв скоротливої активності (Emax та Ees) [261]. Індекси Emax та Ees широко використовуються для оцінки скоротливої функції міокарда. Ці показники вказують на ступінь максимального або кінцево-систолічного стискання міокарда ЛШ, нормалізованого до об’єму ЛШ. Відомо, що вказані індекси є відносно незалежними від перед- та постнавантаження.  

2.13. Визначення концентрації цитокінів у сироватці крові 

2.13.1. Визначення концентрації інтерлейкіну–1бета (ІL–1β)

Визначення концентрації ІЛ–1β проводили методом імуноферментного аналізу (ELISA), використовуючи стандартний набір реактивів RayBiotech Inc., Norcross, (GA, USA). 
Концентрацію ІЛ–1β у сироватці крові виражали у пг/мл. 

2.13.2. Визначення концентрації фактору некрозу пухлин-альфа (TNF-α)

Визначення концентрації TNF-α проводили методом імуноферментного аналізу (ELISA), використовуючи стандартний набір реактивів RayBiotech Inc., Norcross, (GA, USA).
Концентрацію ІЛ–10 у сироватці крові виражали у пг/мл. 

2.14. Методи математичного аналізу 

Для статистичної обробки результатів застосовували загальноприйняті методи варіаційного аналізу (Гублер Е. В., 1978) із використанням програм Origin 7.5 (OriginLab Corporation, USA), Statistica 10 (StatSoft, USA) та Microsoft Excel ХР (USA), оцінюючи достовірність на рівні значущості не більше 5 % (p≤0,05). Дані представлені у вигляді M±m, де M – середня величина, а m – стандартна похибка середньої величини. Для визначення нормальності та гомогенності дисперсії використовували критерій Шапіро-Уілка та тест Левайна. За умови нормального розподілу та гомоскедастичності вибірок використовували однофакторний дисперсійний аналіз. В інших випадках використовувався аналіз Краскела-Уолеса з апостеріорними попарними тестами Манна-Уітні з поправкою Tukey. 

За допомогою програми StatPlus 2009 Professional 5.8.4 ми провели пробіт-аналіз та встановили межі коливань LD50 мелфалану. Виживаність тварин розраховували в кожній групі, порівняння груп за якісною ознакою проводили з використанням критерію χ² з аналізом таблиць спряженості.
РОЗДІЛ 3

ДОСЛІДЖЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ВОЛОКНИСТОГО ВУГЛЕЦЕВОГО ЕНТЕРОСОРБЕНТУ КАРБОЛАЙН ДЛЯ ЗМЕНШЕННЯ ПОБІЧНОЇ ДІЇ ЦИСПЛАТИНУ
Дослідження проводилися на білих нелінійних щурах масою (200±20) г, вирощених у віварії ІЕПОР НАНУ. Усі процедури проводилися відповідно до правил та вимог комітету з біоетики ІЕПОР НАНУ. Суспензію клітин карциноми Герена щурам вводили підшкірно у ділянці стегна лівої задньої лапки. Коли об’єм пухлини досягнув як мінімум 0,5 см3, тварин було рандомізовано  методом випадкової вибірки у 4 групи: 1, (n = 7) – тварини групи пухлинного контролю з карциномою Герена, (КГ); 2, (n = 8) - тварини з карциномою Герена, яким проводили ентеросорбцію (КГ+Карболайн); 3, (n = 8) – група тварин, які отримували цисплатин (КГ+цисплатин); тварини 4-ї групи, (n = 8), отримували і цисплатин і сорбент (КГ+цисплатин+Карболайн). Для порівняння групу контролю склали 6 здорових тварин. 


Цисплатин (Верофарм, Росія) вводили через день у хвостову вену у дозі 1,0 мг/кг протягом двох тижнів, починаючи з 5-го дня після перещеплення пухлини, коли її розмір сягав як мінімум 0,5 см3. Для ентеральної сорбційної терапії ентеросорбент Карболайн у дозі 0,65 г/кг у вигляді суспензії в двох мілілітрах дистильованої води вводили внутрішньошлунково через одну годину після введення цисплатину. Щурам інших груп вводили 2 мл дистильованої без сорбенту або 0,5 мл фізрозчину замість ін’єкцій цитостатика.


Через три доби після останнього введення досліджуваних препаратів тварин зважили та виводили з експерименту під загальним тіопенталовим наркозом.  Кров для досліджень брали з vena cava inferior. Для гістологічного дослідження було взято пухлини та тканини печінки, нирок та селезінки.  

На тлі введення цисплатину, у піддослідних тварин спостерігалося зниження маси тіла, яке слугує і критерієм інтоксикації, з одного боку, і також зумовлене ростом пухлини [262]. Перед призначенням цисплатину достовірних відмінностей маси тіла тварин не було. Показники у групах пухлинного контролю та у щурів, які отримували ентеросорбцію, цисплатин та обидва чинники разом склали (249,8±22,4) г, (246,2±19,4) г, (254,4±19,0) г та  (242,6±14,1) г відповідно. У процесі розвитку пухлинного процесу втрата маси тіла склала (9,4±4,1) % у групі пухлинного контролю та (7,4±3,6) % у тварин з карциномою Герена, які отримували сорбент (таблиця 3.1). Після курсу цисплатину втрата маси тіла у щурів складала (13,1±8,7) %. А додаткове введення Карболайну продемонструвало чітку тенденцію до зменшення відсотку втрати маси тіла. 

Таблиця 3.1.
Зміни маси тіла та внутрішніх органів досліджуваних щурів з перевивною карциномою Герена, M±m.

	Показник
	Групи

	
	Група контролю
	Щури з перевивною карциномою Герена

	
	
	Карцинома Герена, КГ
	КГ + Карболайн
	КГ + Цисплатин
	КГ + Карболайн + цисплатин

	% втрати маси тіла
	-
	9,4±4,1
	7,4±3,6
	13,1±8,7
	8,3±3,7

	Маса 
нирок / 
маса тіла
	6,2±1,3
	6,8±0,8
	6,3±0,7
	8,3±1,7*
	7,8±1,0

	Маса 
печінки /
маса тіла
	44,0±5,1
	51,2±8,2
	44,5±6,3
	48,7±3,1
	43,8±6,2

	Маса 
селезінки/ маса тіла
	5,8±1,0
	9,5±2,9
	9,3±1,7
	5,0±0,9
	4,2±0,7


Примітки - * достовірність р<0,05 відносно тварин групи контролю.
У тварин з групи пухлинного контролю було зафіксовано незначне підвищення співвідношення маси нирок/маси тіла щура, в той час, як у тварин, які отримували цисплатин – показник був на 33,9% (p<0.05)  вищим порівняно зі здоровими щурами групи контролю. Проведення ентеральної сорбційної терапії не мало достовірного впливу на досліджуваний показник. 

Зростання відносної маси нирок у 1,5 раза та порушення біохімічних показників зафіксоване у гострому експерименті у щурів після одноразового введення цисплатину у дозі 8 мг/кг. Було встановлено, що розвиток карциноми Герена та введення цисплатину зумовлює пошкодження нирок щурів. Це призводило до збільшення відносної ваги нирок, протеїнурії, зміни активності 
γ-глутамілтрансферази та лактатдегідрогенази у гомогенаті нирок та сечі, зниження відносної реабсорбції та клубочкової фільтрації [263]. Гіпертрофія нирок є типовим проявом маніфестації компенсаторних реакцій у відповідь на нефротоксичну дію ЛЗ, що викликане збільшенням розмірів клубочків як реакції адаптації [264].

При введенні цисплатину спостерігалася тенденція до зростання відносної маси печінки та селезінки, яке було максимально виражене у тварин групи пухлинного контролю. Застосування ентеросорбції сприяло нормалізації маси органів, окрім маси селезінки у групі щурів, яким вводили Карболайн. 

Введення цисплатину викликало зростання рівня креатиніну на 29,7 % порівняно з тваринами групи контролю (р < 0.05) (таблиця 3.2). При застосуванні Карболайну спостерігалася чітка тенденція до нормалізації цього показника. 
Ми спостерігали чітку тенденцію до зростання рівня сечовини цисплатину. У групі тварин, де крім цисплатину вводили ентеросорбент – показник мав тенденцію до зниження. Рівень сечової кислоти та активність АлАТ залишалися без достовірних змін, тоді як активність АсАТ зростала у 1,6 раза під впливом цисплатину у порівнянні з групою контролю. Застосування на тлі цитостатика ентеросорбенту Карболайн нормалізувало вказаний показник, його значення наближалося до рівня тварин групи контролю. 
Таблиця 3.2.
Зміни біохімічних показників у досліджуваних щурів з перевивною карциномою Герена, M±m.
	Показник
	Групи

	
	Здорові тварини групи контролю
	Щури з перевивною карциномою Герена

	
	
	Пухлинний контроль, карцинома Герена КГ
	КГ + Карболайн
	КГ + Цисплатин
	КГ + Карболайн + цисплатин

	Креатинін, ммоль/л
	61,9±5,7
	71,0±9,7
	58,4±11
	80,3±9,0*
	67,7±9,2

	Сечова кислота, ммоль/л
	118,0±17,8
	114,0±15,6
	122,0±10,4
	102,0±11,9
	85,0±7,9

	Сечовина, ммоль/л 
	8,9±1,1
	9,3±0,9
	10,4±1,2
	11,7±1,6
	10,5±1,2

	АлАТ, Од/л
	65,0±17,0
	64,0±11,0
	61,0±9,0
	76,0±13,0
	59,0±11,0

	АсАТ, Од/л
	135,0±19,0
	-
	-
	212,0±16,0*
	143,0±18,0**


Примітки. * - достовірність р<0,05 відносно тварин групи контролю, 
** - відносно групи КГ + Цисплатин. КГ – карцинома Герена. 

Отримані нами свідчення проявів системної токсичності препаратів платини, а саме цисплатину, знайшли відображення і при дослідженні гістологічної картини внутрішніх органів. 

При морфологічному дослідженні тканин печінки у тварин з перевивною карциномою Герена спостерігалися порушення часточкової структури та явища розвитку дистрофії (рис. 3.1 а). 
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Рис. 3.1 а. Гістологічна структура печінки тварин з перевивною карциномою Герена (пухлинний контроль). Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200. 

Спостерігалося збільшення кількості та розмірів клітин Купфера, та наявність фагоцитованих елементів у цитоплазмі. Спостерігалося розширення синусоїдів та накопичення еритроцитів, що може свідчити про токсичний ефект росту пухлини на мембрани гепатоцитів та ендотеліальних клітин.

У тканині нирок спостерігалися явища вираженої дистрофії канальців, розширення їх просвіту та зменшення кількості клітинних елементів у клубочках, у деяких з них були т.з. «оголені» ядра (рис. 3.1b). У більшості клубочків – ознаки кровотечі різного ступеню, у просвіті – включення гіаліну та еритроцитів, явища гіалінозу у ниркових канальцях.
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Рис. 3.1 b. Гістологічна структура тканини нирки тварини з перевивною карциномою Герена (пухлинний контроль). Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

Гістологічна структура селезінки характеризувалася збільшенням числа лімфоїдних фолікулів, у деяких з них утворювалися вторинні центри розмноження з бластними елементами, зрідка – значне скупчення макрофагів (рис. 3.1c).
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Рис. 3.1 c. Гістологічна структура селезінки тварини з перевивною карциномою Герена (пухлинний контроль). Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

При застосуванні ентеросорбції морфологічні зміни, викликані ростом пухлини були значно менше виражені, а у деяких тварин гістологічна картина практично не відрізнялася від групи контролю (здорові щури) (рис. 3. 2 a–c).

Ми спостерігали різке зменшення явищ дистрофії у тканинах досліджуваних внутрішніх органі піддослідних тварин. Спостерігалася нормалізація розмірів синусоїдів печінки. Нормалізувалися параметри структурних елементів нирок і клубочків, і ниркових канальців. Структура селезінки у окремих тварин наближалася такої, як у тварин групи контролю.  
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Рис. 3.2 а. Гістологічна структура печінки тварини з перевивною карциномою Герена, якій проводили ентеросорбцію з Карболайном. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.
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Рис. 3.2 b. Гістологічна структура нирки тварини з перевивною карциномою Герена, якій проводили ентеросорбцію з Карболайном. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.
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Рис. 3.2 c. Гістологічна структура селезінки тварини з перевивною карциномою Герена, якій проводили ентеросорбцію з Карболайном. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

Під впливом цисплатину спостерігалося значне пошкодження структур внутрішніх органів. Гістологічна структура печінки була значно зміненою з ділянками некрозу. Більшість гепатоцитів знаходилися у стані некробіозу, решта – з явищами дистрофії (Рис. 3.3 a). 
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Рис. 3.3 a. Гістологічна структура печінки щура з перевивною карциномою Герена, якому вводили цисплатин. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

У гепатоцитах з’являлися т.з. «оголені» ядра, тіні клітин та клітини з пустою цитоплазмою. Також були сліди крововиливів між часточками печінки та спостерігалася гіалінізація деяких судин. 

Цисплатин викликав значне порушення структури тканини нирок, пошкодження анатомічних структур клубочків зі зменшенням числа функціональних клітин (рис. 3.3 b). Спостерігалися дистрофічні зміни практично у всіх клітинах, тубулярний некроз, деструкція клубочків нирок та утворення порожнин між канальцями.
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Рис. 3.3 b. Гістологічна структура нирок тварини з перевивною карциномою Герена, якій вводили цисплатин. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

У тканинах селезінки утворювалися великі вторинні центри розмноження, спостерігалося зниження кількості клітин у крайових зонах, деструкція еритроцитів у червоній пульпі з невеликими крововиливами (рис. 3.3 c).
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Рис. 3.3 с. Гістологічна структура селезінки піддослідного щура з перевивною карциномою Герена, якому вводили цисплатин. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 100.

Мікроскопічна картина внутрішніх органів щурів з перевивною карциномою Герена, які на тлі введення цисплатину отримували Карболайн, демонструє значно менший ступінь пошкодження, однак гістологічна картина значно відрізняється у щурів однієї дослідної групи (рис. 3. 4 a–c).

Структура печінки у однієї піддослідної тварин при застосуванні ентеросорбції на тлі застосування Карболайну практично нормалізувалася. У інших тварин спостерігалися дистрофічні зміни різного ступеню. Але необхідно відмітити, що навколо судин формувалися клітини з базофільнішою цитоплазмою та щільними ядрами – так звані «темні гепатоцити», які є маркером активної регенерації. Їх поява вказує на покращення функціонального стану органа (рис. 3.4 а). 
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Рис. 3.4 а. Мікроскопічна картина печінки тварини з перевивною карциномою Герена, яка отримували цисплатин та ентеральну сорбційну терапію. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

У тканинах нирок порушення виражені були значно менше порівняно зі щурами, які отримували лише цисплатин. Еритроцити та крововиливи у клубочках були відсутні. Подібні зміни спостерігалися у просвітах ниркових канальців. Більшість клітин у канальцях типової звичайної морфологічної структури, нормалізувалися просвіти між канальцями. У одного щура структура нирок відповідала гістологічній картині здорової тварини. 
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Рис. 3.4 b. Мікроскопічна структура тканини нирок щура з перевивною карциномою Герена, який отримували цисплатин та ентеральну сорбційну терапію Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

У селезінці піддослідних тварин переважали лімфоїдні фолікули, які поширювалися і за межі червоної пульпи (рис. 3.4 с).
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Рис. 3.4 с. Мікроскопічна структура селезінки щура з перевивною карциномою Герена, який отримували цисплатин та ентеральну сорбційну терапію. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.
Таким чином, застосування ентеросорбції значно нівелювало негативний вплив цисплатину на функцію та структуру внутрішніх органів. 
Однак, отримані нами результати мають значення лише у тому випадку, якщо застосування Карболайну не зменшує протипухлинну активність антинеопластичних лікарських засобів. Тому наступним етапом стало вивчення впливу ентеральної сорбційної терапії з використанням Карболайну на ріст та розвиток перевивної карциноми Герена у щурів. 

Як показують отримані нами результати, об’єм пухлини достовірно зменшувався під впливом цисплатину та у групі КГ+цисплатин+Карболайн (табл. 3.3).

Таблиця 3.3. 
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Динаміка росту перевивної карциноми Герена у щурів на тлі застосування Карболайну та цисплатину окремо та в комбінації (об’єм пухлини, см3).
	Час введення 

цисплатину, дні

Групи
	1-ий
	5-ий
	10-ий 
	19-ий

	Карцинома Герена, КГ,
n=7
	1,18±0,19
	6,73±0,57
	13,17±1,71
	14,50±1,94

	КГ + Карболайн,
n=8
	1,24±0,21
	5,74±0,52
	10,36±1,03
	11,92±1,27

	КГ + Цисплатин, n=8
	1,68±0,36
	1,41±0,29*,**
	1,12±0,31*,**
	1,16±0,2*,**

	КГ + Карболайн + цисплатин, n=8
	1,25±0,30
	1,11±0,18*,**
	0,89±0,15*,**
	0,83±0,24*,**


Примітки. Достовірність р<0,05: * - відносно групи тварин з перевивною карциномою Герена, КГ; ** - відносно групи тварин КГ+Карболайн.
Така ж тенденція спостерігалася й щодо маси пухлин. На 22-ий день після перевивання маса пухлини у тварин з карциномою Герена складала в середньому (37,2±9,5) г, у тварин, які отримували Карболайн – (27,2±12,6) г, а у групах тварин, які отримували цисплатин та цисплатин + Карболайн – (1,6±2,5) г та (1,3±1,6) г відповідно. 
В групі пухлинного контролю двоє з семи тварин загинуло (відсоток летальності 28,6 %), а у групі КГ + Карболайн – одна. У групах щурів, які отримували цисплатин та цисплатин + Карболайн жодна тварина не загинула. 

На 22-у добу гістологічна структура є типовою для карциноми Герена (Рис. 3.5 а). 
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Рис. 3.5 а. Морфологічна структура карциноми Герена на 22-ий день після трансплантації. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

У деяких пухлинах були невеличкі ділянки некрозу та ознаки дистрофії. Призначення Карболайну не мало істотного впливу на морфологію пухлини (рис. 3.5 b).
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Рис. 3.5 b. Морфологічна структура карциноми Герена на 22-ий день після трансплантації при застосуванні Карболайну. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

Під впливом цисплатину у тканинах пухлини формувалися ділянки некрозу, які у деяких тварин сягали значних розмірів (рис. 3.5 с). 
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Рис. 3.5 c. Морфологічна структура карциноми Герена на 22-ий день після трансплантації при застосуванні цисплатину. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

Застосування Карболайну разом з цисплатином виразно змінювало структуру пухлини. Спостерігалися значні ділянки сполучної тканини, які складалися з волокон сполучної тканини, фібробластів, макрофагів та новостворених судин (рис. 3. 5 d). В сполучній тканині подекуди зустрічалися поодинокі клітини пухлини та невеликі ділянки некрозу.
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Рис. 3.5 d. Морфологічна структура карциноми Герена на 22-ий день після трансплантації на тлі застосуванні цисплатину та Карболайну. Забарвлення гематоксиліном-еозином. х 200.

Ми спостерігали повну відсутність пухлин у однієї та двох тварин у групах щурів, які отримували цисплатин та цисплатин + Карболайн відповідно. Таким чином, ми можемо зробити висновок, що сумісне застосування цисплатину з ентеральною сорбційною терапією за допомогою Карболайну сприяє загибелі більшості клітин пухлини та проростанню її елементами сполучної тканини і не зменшує протипухлинний ефект антинеопластичного засобу.     


Отже, як свідчать отримані нами дані, волокнистий вуглецевий ентеросорбент Карболайн у щурів з перевивною карциномою Герена знижує інтенсивність проявів системної токсичності протипухлинного лікарського засобу цисплатину та проявляє нефро- та спленопротекторну дію. Застосування сорбента разом з цисплатином повністю запобігає загибелі тварин, яка у групі пухлинного контролю склала 28,6%; сприяє зменшенню втрати маси їх тіла з (13,1±8,7)% (у групі тварин, які отримували цисплатин) до (7,4±3,6) % (у групі тварин, які отримували цисплатин і Карболайн) та нівелює тенденцію до зростання відносної маси печінки та селезінки, яке максимально виражене у тварин групи пухлинного контролю. Карболайн сприяє зниженню масового коефіцієнта нирок, який при застосуванні цитостатика зростає на 33,9% у порівнянні з групою контролю; сприяє зниженню підвищених на третину рівнів креатиніну і сечовини, нормалізує активність АсАТ. Карболайн на тлі застосування цисплатину при перевивній карциномі Герена не тільки не послаблює протипухлинну активність цитостатика, а навіть посилює її, що проявляється зменшенням маси пухлини з (37,2±9,5) г до (1,3-1,6) г, морфологічно – загибеллю більшості її клітин, та проростанню елементами сполучної тканини. Ентеросорбція Карболайном на тлі застосування цисплатину сприяє значному покращенню морфології внутрішніх органів у щурів з карциномою Герена. При цьому спостерігається відновлення структури печінки із зникненням некробіотичних змін та суттєвим зменшенням проявів дистрофії, що супроводжується появою «темних гепатоцитів», які є маркером активної регенерації. Під впливом Карболайну у тканині нирок зменшуються ознаки тубулярного некрозу та деструкції клубочків, у селезінці відбувається редукція вторинних центрів розмноження, покращується клітинна структура у крайових зонах, зникають деструктивні форми еритроцитів у червоній пульпі.

Отримані нами результати досліджень оприлюднені у наступних публікаціях [73, 232]. 

РОЗДІЛ 4

ПОРІВНЯЛЬНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ  ЕФЕКТИВНОСТІ ГРАНУЛЬОВАНИХ ВУГЛЕЦЕВИХ  ЕНТЕРОСОРБЕНТІВ НА МОДЕЛІ ЦИТОТОКСИЧНОЇ МІЄЛОДЕПРЕСІЇ, СПРИЧИНЕНОЇ МЕЛФАЛАНОМ  
4.1. Підбір дози мелфалану для моделювання цитотоксичної мієлодепресії 

Відомо, що найбільш виражений токсичний вплив на кістковий мозок мають алкілуючі протипухлинні засоби, які є найближчими радіоміметиками – засобами, що проявляють близькі та подібні до дії іонізуючого випромінювання ефекти [241]. Нами було обрано мелфалан (L-PAM, L-сарколізин). Це біфункціональна алкілуюча сполука, фенілаланінове похідне азотистого іприту, яка зазвичай використовується для лікування множинної мієломи, поширеного раку яєчників, лейкемії та при підготовці пацієнтів до пересадки кісткового мозку. За своїми властивостями це потужний радіоміметик з вираженими мієлодепресивними властивостями. Оскільки мішенню для цього лікарського засобу є активно проліферуючі клітини, їх загибель прямо корелює з його дозою [265, 266].  

Пероральне застосування препарату характеризується значною варіабельністю всмоктування, яке залежить від різних факторів (неповне всмоктування у ШКТ, варіабельність метаболізму у печінці та можлива пресистемна елімінація препарату, вживання жирної їжі знижує біодоступність препарату на 36-54%), нами було обране парентеральне введення для моделювання ураження кісткового мозку. 
Для визначення LD50 та вибору дози мелфалану для моделювання цитотоксичної мієлодепресії ми провели дослідження гострої токсичності мелфалану на нелінійних щурах-самцях масою 180-220 г, які методом сліпої вибірки було рандомізовано на 4 групи. Групи тварин, які отримували одноразово мелфалан у дозі 3, 6, 9 мг/кг (n=8), та група щурів, яким одноразово внутрішньовенно ввели лікарський засіб у дозі 12 мг/кг (n=7). В дослідах був використаний L-PAM виробництва GlaxoSmithKline, відомий під назвою Алкеран, ліофілізат 50 мг для приготування розчину для внутрішньосудинного введення.  

Основним критерієм кількісної характеристики токсичності є летальна доза ЛД50 , яку ми визначали за допомогою методу найменших квадратів для пробіт-аналізу кривих летальності за В. В. Прозоровським та методом Фінні [267, 268] за допомогою програми StatPlus 2009 Professional 5.8.4 (AnalystSoft, США, 2009), яка дає можливість в автоматизованому режимі отримати графіки та основні токсикометричні показники.

Крім того, були розраховані такі показники небезпеки: 1/ЛД50 — обернена величина середньосмертельної дози (абсолютна токсичність), ЛД84/ЛД16 – діапазон смертельних доз (зона гострої токсичної дії), 1/(ЛД50 - S) — сумарний показник токсичності та S – функція кута нахилу (варіабельність смертельних доз) за формулою:
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У таблиці 4. 1 та на рис. 4. 1 наведені результати пробіт-аналізу за методом Фінні, розраховані за допомогою програмного забезпечення StatPlus 2009 Professional 5.8.4.

Таблиця 4.1. 

Пробіт аналіз - метод Фінні  (логнормальний закон розподілу).

	Log10 стимул (доза)
	Відсоток

(%)
	Відсоток (пробіт, %)
	Кількість тварин у групі
	R
	E(R)
	Різниця 
	Хі-квадрат

	0,4771
	0,125
	0,1205
	8
	1
	0,9642
	0,0368
	0,0013

	0,7782
	0,875
	0,8868
	8
	7
	7,0944
	-0,0944
	0,0013

	0,9542
	0,9688
	0,9954
	8
	7,75
	7,9630
	-0,2130
	0,0057

	1,0792
	0,9643
	0,9998
	7
	6,75
	6,9988
	-0,2488
	0,0088


За даними регресійного аналізу за методом Фінні ЛД50 становила 4,22±0,62 мг/кг (довірчий інтервал 3,10÷5,49 мг/кг). Таким чином, нижня межа ЛД50 становить 3,10 мг/кг, а верхня межа – 5,49 мг/кг).
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Рис. 4.1. Залежність між випробуваними дозами мелфалану і летальним ефектом у щурів при внутрішньовенному шляху введення. Пробіт аналіз за методом Фінні.

У таблицях 4. 2 та 4. 3 наведені дані та основні показники гострої токсичності, розраховані за методом Прозоровського.
Таблиця 4. 2. 

Пробіт аналіз - метод Прозоровського (нормальний закон розподілу).

	Стимул (доза)
	Відсоток,

(%)
	Кількість тварин у групі, N
	Пробіт, Y
	Ваговий коефіцієнт, Z 

	3
	0,125
	8
	3,8496
	3,0487

	6
	0,875
	8
	6,1504
	3,0487

	9
	0,9688
	8
	6,8631
	1,2737

	12
	0,9643
	7
	6,8031
	1,3937


Таблиця 4. 3.

Основні показники токсичності мелфалану при його одноразовому внутрішньовенному введенні, розраховані за методом Прозоровського, мг/кг.

	Показник
	За методом Прозоровського

	ЛД50
	4,765

	Стандартна похибка ЛД50
	1,003

	Нижня межа ЛД50
	2,627

	Верхня межа ЛД50
	6,9029

	ЛД10
	1,1287

	ЛД16
	1,9279

	ЛД84
	7,602

	ЛД90
	8,4014

	ЛД100
	9,0205

	Абсолютна токсичність (1/ЛД50)
	0,21

	Зона гострої токсичної дії (ЛД84/ЛД16)
	3,94

	Функція кута нахилу (варіабельність смертельних доз, S)
	2,033

	Сумарний показник токсичності 1/(ЛД50 - S)
	0,366

	Рівень значущості
	0,05


Таким чином, за методом Прозоровського, LD50 мелфалану при одноразовому внутрішньовенному введенні становить 4,765±1,003 мг/кг (довірчий інтервал 2,63÷6,90 мг/кг); за методом Фінні – 4,22±0,62 мг/кг (довірчий інтервал 3,10÷5,49 мг/кг). 
4.2. Вивчення стану кісткового мозку при застосуванні мелфалану у різних дозах та різних шляхах введення

Для того, щоб з’ясувати який шлях введення та яка доза мелфалану, матимуть найбільш виражений негативний вплив на кількість еритроцитів, лейкоцитів, а особливо гранулоцитів у кістковому мозку досліджуваних тварин, ми провели ще одне дослідження. Статевозрілі нелінійні щури-самки (масою тіла 140-160 г) з віварію ІЕПОР НАНУ були  поділені наступним чином (n=3): 
1 та 2 – групи тварин, які отримували одноразову внутрішньовенну (в/в) ін’єкцію мелфалану в дозі 3 мг/кг у хвостову вену, а дослідження стану кісткового мозку проводили через 3 та 7 діб після ін’єкції відповідно; 3 – група тварин, яким вводили мелфалан внутрішньоочеревинно  (в/о) в дозі 3 мг/кг  через день до досягнення сумарної дози 9 мг/кг, дослідження проводили на наступну добу після 3-ї ін’єкції; 4 група – мелфалан вводили внутрішньоочеревинно в дозі 3 мг/кг  через день до досягнення сумарної дози 15 мг/кг. В цьому випадку дослідження кісткового мозку проводили після 5-ї ін’єкції. Оскільки при інтраперитонеальному введенні препарат виділяється в кров повільніше, ніж при внутрішньовенному введенні, ми вирішили підвищити дозу цитостатика. 

Для вивчення впливу мелфалану на стан кісткового мозку нами було досліджено препарати кісткового мозку, вилученого зі стегна дослідних тварин. За допомогою проточної цитофлуориметрії визначали такі показники: кількість поліхроматофільних (ПХЕ%) та нормохроматофільних еритроцитів (НХЕ%), а також загальний вміст ядровмісних клітин (ЯК%) та вміст гранулоцитів. 

Одноразове внутрішньовенне введення мелфалану в дозі 3 мг/кг через 3 та 7 діб після ін’єкції не викликало достовірних змін кількості поліхроматофільних еритроцитів, однак демонструвало чітку тенденцію до їх зниження (рис. 4.2). В той час, як при введенні внутрішньочеревинно спостерігалося падіння показника ПХЕ у 1.4 раза  (p < 0.05 порівняно з контрольною групою, рис. 4.2).
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Рис. 4.2. Ефект мелфалану на кількість поліхроматофільних еритроцитів (ПХЕ%) при різних шляхах введення. 
Примітки. Дані представлені у вигляді M±m, де M - середнє значення показника, а m – стандартна похибка середнього значення. * - статистично достовірна різниця показників порівняно з контрольною групою тварин  (p<0.05).

Щодо загальної чисельності ядровмісних клітин (ЯК%), і при внутрішньовенному і при інтраперитонеальному введенні ми спостерігали статистично достовірне падіння показника  (p < 0.05 порівняно з контрольною групою, рис. 4.3).

В середньому чисельність ядерних клітин серед усіх клітин кісткового мозку знижувалася у 2,0 та 1,3 раза при в/о та в/в введенні відповідно. очевидно, що збільшення дози мелфалану при в/о введенні (3 введення по 3мг/кг у сумарній дозі 9 мг/кг та 5 введень у сумарній лозі 15 мг/кг) було більш токсичним для клітин кісткового мозку. Однак, необхідно відзначити, що збільшення дози не призводило до зростання цитотоксичного ефекту. Ймовірно, що ми досягли максимального ефекту уже в дозі 9 мг/кг (3 × 3 мг/кг). 
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Рис. 4.3. Ефект мелфалану на чисельність ядерних клітин  у кістковому мозку при різних шляхах введення та у різних дозах (одноразово внутрішньовенно 3 мг/кг через 3 та 7 діб після введення та 3-х- і 5-и разове внутрішньочеревинне введення у сумарній дозі 9 та 15 мг/кг). 
Примітки. Дані представлені у вигляді M±m, де M - середнє значення показника, а m – стандартна похибка середнього значення. 

* - статистично достовірна різниця показників порівняно з контрольною групою тварин  (p < 0.05).


Наступним кроком стало дослідження вмісту гранулоцитів серед клітин кісткового мозку. Як показали отримані нами результати, кількість гранулоцитів достовірно знижувалася при внутрішньовенному введенні мелфалану на 7-у добу (рис.4.4). В той час як при інших шляхах ведення мелфалану та у інших обраних дозах ЛЗ результати не змінювалися достовірно, а при повторюваному внутрішньочеревинному введенні їх кількість навіть мала тенденцію до зростання, що узгоджується з отриманими нами даними при дослідженні показників периферичної крові. 
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Рис. 4.4. Ефект мелфалану на чисельність клітин гранулоцитарного ряду при різних шляхах введення. 
Примітки. Дані представлені у вигляді M±m, де M - середнє значення показника, а m – стандартна похибка середнього значення. * - статистично достовірна різниця показників порівняно з контрольною групою тварин  (p<0.05).

Таким чином, отримані нами дані свідчать про виражений цитотоксичний ефект мелфалану і при внутрішньочеревинному і при внутрішньовенному шляхах введення, який проявляється зниженням чисельності усіх ядерних клітин у препаратах кісткового мозку, пригніченням еритроцитарного та мієлоїдного ростків кровотворення. Ми спостерігали дозозалежне зростання цитотоксичності препарату. Максимально виражений негативний ефект на кількість гранулоцитів спостерігався через 7 діб після одноразового внутрішньовенного ведення мелфалану в дозі 3 мг/кг, коли ми спостерігали найбільш суттєве зниження їх чисельності. В той час як внутрішньочеревинному введенні цей показник компенсаторно зростав, що можна пояснити низьким рівнем клітин у периферичній крові та вишою інтенсивністю оновлення пулу клітин.

Враховуючи отримані результати, для подальшого дослідження нами було обрано одноразове внутрішньовенне введення мелфалану у дозі  3 мг/кг із вивченням запланованих показників на 8 добу (через 7 днів) після ін’єкції препарату.

4.3 Структурно-сорбційні параметри гранульованих вуглецевих  ентеросорбентів 

Ентеросорбенти С1 та С2  були спеціально розроблені для перорального прийому. Дослідні зразки отримали типовим шляхом з первинного матеріалу ВАС-MU, який складається з міцних гранул з гладким рельєфом поверхні, та пройшов стадії карбонізації (піролізу) і газифікації, для збагачення (збільшення вмісту вуглецю) і створення пористої структури поверхні [269]. Сорбційну площу поверхні адсорбентів та розподіл пор вивчали за допомогою стандартних методів – низькотемпературної десорбції азоту (TriStar II Plus, Micromeritics, USA) та методом ртутної порометрії (Poremaster, Quantachrome Instruments, USA). Розрахунки поводили за допомогою стандартного програмного забезпечення [270]. 

Пори у сорбентах класифікують за розмірами їх ефективного радіусу на макро-, мезо- та мікропори за Дубініним М.М. від 100-200 нм (1000-2000 А), далі від 200 до 1,5 нм, та з радіусом менше 1,5 нм відповідно [209]. Запропонована класифікація для вуглецевих матеріалів базується на механізмі руху газів у порах. Також існує класифікація А. В. Киселева та  И. Е. Неймарка за ізотермами адсорбції. Відомо, що пористість вуглецевих сорбентів є визначальною для сфери їх застосування, оскільки визначає адсобрційні властивості, і відповідно їх ефективність [271]. Так, мікропористі вуглецеві сорбенти частіше застосовують для елемінації з біологічних рідин сполук з невеликою молекулярною масою (креатинін, аліфатичні оксикислоти, сечова кислота). А сорбенти з розвинутою мезопористою структурою мають властивості, які задовольняють задачі гемосорбції [269].  

Розрахунок питомої площі поверхні у м2/г проводили за рівнянням Дубініна-Рашкевича (DR) для визначення мікопористості, розподіл пор за розміром на моделі Брунауера-Еммета-Тейлора (Brunauer-Emmett-Teller, ВЕТ), а площу мезопор – методом Баррета-Джойнера-Халенди (BJH). 

При перерахунку сумарної сорбційної поверхні (ВЕТ) з урахуванням різниці в насипній вазі зразків, питома поверхня С2 виявляється більшою, ніж для С1 (2162 м2/г проти 1719 м2/г), поверхня мікропор (DR) також дає С2 > С1(2049 м2/г проти 1639 м2/г), поверхня мезопор також є більшою для С2 (565 м2/г проти 239 м2/г). Це має важливе значення з урахуванням того, що дозування ентеросорбентів ведеться в об’ємних, а не в вагових одиницях (табл. 4.4).

Таблиця 4.4.

Питома площа поверхні досліджуваних ентеросорбентів. 

	Зразки
	Питома площа поверхні, м2/г

	
	ВЕТ
	DR
	BJH

	Ентеросорбент C1
	1719
	1639
	239

	Ентеросорбент C2
	2162
	2049
	565


З рис. 4.5 випливає, що порограми обох зразків за азотом у діапазоні 
(10-500 )А мають схожий характер з тією лише різницею, що в зразку С2 пориста структура розвинута значно більше та зсунута в бік переважно мезопор, що підтверджуються співвідношенням величини сумарної поверхні пор та поверхні розрахованої за моделлю BJH (див. табл. 4.4).
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Рис. 4.5.  Розподіл пор по радіусах для ентеросорбентів С1 та С2.
З таблиці 4.5, яка відображає поглинаючу активність ентеросорбентів С1 та С2 за вільнорозчинними маркерами, випливає, що ентеросорбент С2 переважає С1 за зв’язуванням речовин середньої молекулярної ваги (вітамін В12) (табл. 4.5 В) та низькомолекулярної ваги (метиленовий синій) (табл. 4.5 А) в 2 та 2,6 рази, відповідно, але не набагато відстає від С1 в адсорбції креатиніну (табл. 4.5 Б).

Таблиця 4.5.

Поглинання маркерних сполук гідрофільної природи сорбентами С1 та С2.
	Зразки
	Υ

г/см3
	Vs

см3/г
	Метиленовий синій

	
	
	
	С залиш мг/мл
	адсорб.

мг/г
	при Срівн.

0,951мг/мл,

мг/г
	перерахунок

на об’єм мг/см3

	С1
	0,28
	0,87
	0,951
	218,15
	218,15
	61,08

	С2
	0,18
	2,02
	0,443
	420,0
	901,62
	162,3

	Вихідна концентрація                  1,5 мг/мл


А

	Зразки
	Υ

г/см3
	Vs

см3/г
	Креатинін

	
	
	
	С залиш мг/мл
	адсорб.

мг/г
	при Срівн.

0,0968мг/мл,

мг/г
	перерахунок

на  об’єм  мг/см3

	С1
	0,28
	0,87
	0,0968
	79,43
	79,43
	22,24

	С2
	0,18
	2,02
	0,0807
	86,85
	104,18
	18,75

	Вихідна концентрація                0,3 мг/мл


Б

	Зразки
	Υ

г/см3
	Vs

см3/г
	В12

	
	
	
	С залиш мг/мл
	адсорб.

мг/г
	при Срівн.

0,69мг/мл,

мг/г
	перерахунок

на  об’єм  мг/см3

	С1
	0,28
	0,87
	0,69
	123,6
	123,6
	34,61

	С2
	0,18
	2,02
	0,425
	229,24
	372,18
	67,0

	Вихідна концентрація                 1,0 мг/мл


В

З таблиці 4.6 випливає, що ентеросорбент С2 переважає С1 і за сорбцією міцно зв’язаних лігандів (некон’югований білірубін) на 29,3 % (табл. 4.6 А), але приблизно рівний йому за адсорбцією білку (табл. 4.6 Б).
Таблиця 4.6.

Поглинання некон’югованого білірубіну і білку (альбуміну) ентеросорбентами С1 та С2.

	Зразки
	Υ

г/см3
	Vs

см3/г
	Білірубін

	
	
	
	Сзалиш мг%
	адсорб.

мг/г
	при Срівн.

15,75мг%,

мг/г
	перерахунок

на  об’єм  мг/см3

	С1
	0,28
	0,87
	15,75
	8,42
	8,42
	2,36

	С2
	0,18
	2,02
	12,43
	14,65
	18,56
	3,34

	Вихідна концентрація                    20,0 мг%


А

	Зразки
	Υ

г/см3
	Vs

см3/г
	Білок

	
	
	
	С залиш

г/л
	адсорб.

г/г
	при Срівн.

25,49г/л,

г/г
	перерахунок

на об’єм  мг/см3

	С1
	0,28
	0,87
	25,49
	0,695
	0,695
	0,195

	С2
	0,18
	2,02
	24,65
	0,960
	0,960
	0,173

	Вихідна концентрація                       30,0 г/л


Б

Ці дані демонструють, що, не дивлячись на схожість порограм, ентеросорбенти С1 та С2 мають суттєві кількісні та якісні відмінності в спектрах поглинання метаболітів.

4.4. Порівняльне дослідження ефективності ентеросорбентів на моделі цитотоксичної мієлодепресії, викликаної мелфаланом у дозі 3 мг/кг
Піддослідних тварин було поділено наступним чином: 1 – контрольна група; 2 – L-PAM3, контрольна патологія, тобто тварини, котрі отримували мелфалан у дозі 3 мг/кг; 3 – L-PAM3+С1, тварини, яким окрім цитостатика вводили вуглецевий ентеросорбент С1; 4 – L-PAM3+С2, тварини, які отримували вуглецевий ентеросорбент С2. В кожній групі було по 10 щурів, у групі контролю – 25 особин (див. розділ 2).

Сорбенти вводили внутрішньошлунково за допомогою зонда протягом трьох днів до введення мелфалану та сім днів після цього з розрахунку 5 мл/кг маси щура або 1 мл на 200 г маси тіла щура. Дозу ентеросорбентів обрано на підставі раніше проведених досліджень [204, 228, 230, 237]. На 8-у добу після ін’єкції мелфалану проводили визначення гематологічних та біохімічних показників та гістологічні дослідження відповідно до методик, описаних у розділі 2.

З таблиці 4.7 видно, що мелфалан при внутрішньовенному введенні у дозі 3 мг/кг викликав значне пригнічення кровотворення. При цьому рівень лейкоцитів страждав найбільше, знижуючись на 72,5 %, вміст еритроцитів був нижчим на 12,4 %, гемоглобіну – на 7,7 %, тромбоцитів – на 18,6 % у порівнянні з інтактними тваринами. 

Щодо показників окремих класів клітин лейкоцитарного ряду, то співвідношення гемопоетичних клітин знаходилось у межах фізіологічних величин при підрахунку лейкоцитарної формули у відсотковому співвідношенні, окрім нейтрофілів, відсоток яких зростав на 51,1 % у групі тварин, які отримували мелфалан, порівняно з групою інтактних щурів. 

Таблиця 4.7.

Гематологічні показники та формула крові при застосуванні мелфалану у дозі  3 мг/кг та ентеросорбентів С1 та С2, M±m.
	Групи

Показники  
	Група контролю,
(n=25)
	L–PAM3,
(n=10)
	L–PAM3+C1,
(n=10)
	L–PAM3+C2,
(n=10)

	Лейкоцити, ×109/л
	5,24±0,29
	1,44±0,14*
	2,98±0,24**
	6,48±0,37**,#

	Еритроцити, 1012/л
	7,34±0,12
	6,43±0,11*
	6,53±0,13
	6,71±0,06 

	Гемоглобін, г/л
	134,32±1,69
	124,0±2,37*
	122,0±1,53
	127,40±3,44

	Тромбоцити, ×109/л
	634,84±22,97
	517,0±26,54*
	471,90±31,17
	499,60±16,89

	Лейкоформула, M±m, % 

	Промієлоцити  
	-
	-
	-
	0,78±0,57

	Мієлоцити  
	-
	-
	-
	1,11±1,11

	Метамієлоцити 
	-
	-
	2,28±2,14
	1,33±1,10

	Нейтрофіли 
	25,90±1,83
	39,14±3,49*
	41,43±4,61
	32,67±3,18

	Еозинофіли 
	1,0±0,45
	0,57±0,37
	0,57±0,37
	0,44±0,29

	Базофіли 
	-
	-
	-
	0,22±0,22

	Лімфоцити 
	68,40±3,10
	54,71±4,52
	50,86±5,50
	58,89±3,64

	Моноцити  
	4,70±0,97
	5,58±1,51
	4,86±1,68
	4,56±1,36

	Лейкоформула,  ×109/л

	Промієлоцити 
	-
	-
	-
	0,05±0,04

	Мієлоцити
	-
	-
	-
	0,07±0,07

	Метамієлоцити
	-
	-
	0,07±2,14
	0,09±0,07

	Нейтрофіли
	1,37±0,09
	0,56±0,05 *
	1,23±0,14**
	2,12±0,21**,#

	Еозинофіли
	0,05±0,02
	0,01±0,01
	0,02±0,01
	0,03±0,02

	Базофіли
	-
	-
	-
	0,01±0,01

	Лімфоцити
	3,58±0,16
	0,79±0,06*
	1,52±0,16**
	3,82±0,24**,#

	Моноцити
	0,24±0,05
	0,08±0,02
	0,14±0,05
	0,29±0,09

	       Примітки. Достовірність р < 0,05 відносно:

1. * - контрольної групи тварин;

2. **- тварин, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг;

3. # - тварин, які отримували, окрім цитостатика, ентеросорбент С1.


Цей парадокс легко пояснити при підрахунку окремих класів клітин у абсолютних числах (див. табл. 4.7). Так, у групі тварин, які отримували мелфалан, ми спостерігали зниження кількості нейтрофілів на 58,5 %, а лімфоцитів – на 78,0 %.

Ентеросорбент С1 викликав зростання рівня лейкоцитів на 106,9 % 
(у 2 рази), при цьому абсолютна кількість нейтрофілів зростала на 119,0 %, лімфоцитів – на 92,4 % у порівнянні з тваринами, які отримали одну внутрішньовенну ін’єкцію мелфалану в дозі 3 мг/кг. 

При введенні ентеросорбента С2 спостерігалась більш виражена активація проліферації клітин кісткового мозку, що супроводжувалося появою юних незрілих форм клітин (промієлоцитів, мієлоцитів та метамієлоцитів) у периферичній крові. Загальна кількість лейкоцитів зростала на 350,0 % 
(у 4,5 рази) порівняно з тваринами, які отримували лише мелфалан, причому цей показник був на 117,4 % вищим порівняно з групою тварин, які у якості коригуючого чинника отримувала С1. Спостерігалась тенденція до підвищення рівня еритроцитів та гемоглобіну. 

У групі тварин, яким вводили С2, абсолютна кількість нейтрофілів у периферичній крові була вищою на 275,5 % (у 3,8 разів) у порівнянні з тваринами з групи контрольної патології та на 71,5 % вищою, ніж при введенні ентеросорбента С1. Абсолютна кількість лімфоцитів під впливом 10-денного введення ентеросорбенти С2 була вищою на 384,3 % у порівнянні з тваринами, котрі не отримували коригуючі чинники, та на 151,8 % у порівнянні з групою, яка отримувала вуглецевий ентеросорбент С1.

Мелфалан при введенні здоровим лабораторним щурам, не викликав виражених достовірних змін показників функціонування печінки. Активність АлАТ та вміст загального білірубіну залишалися в межах норми і не відрізнялися від показників тварин контрольної групи. Ми спостерігали достовірне зниження активності АсАТ та ЛФ на 19,2 % та 39,3 % відповідно під впливом мелфалану в дозі 3 мг/кг. Це, ймовірно, може бути пояснене пригніченням процесів  синтезу вказаних ферментів (табл. 4.8). 

Таблиця 4.8.

Показники цитолізу та холестазу при застосуванні мелфалану у дозі 3 мг/кг та ентеросорбентів, M±m, n=10

	Групи

Показники 
	Контрольна група
	L-PAM3
	L-PAM3 + C1
	L-PAM3 + C2

	АлАТ,

Од/л
	27,13±0,88
	25,24±0,64
	22,08±0,50**
	21,46±0,69**

	АсАТ,

Од/л
	154,46±4,15
	124,74±2,47*
	137,37±4,04
	132,68±3,20

	Лужна фосфатаза, Од/л
	204,96±7,68
	124,35±5,52*
	198,36±8,52**
	171,62±5,25*,**,#

	Загальний білірубін, мкмоль/л
	4,12±0,31
	4,52±0,27
	3,62±0,16**
	3,60±0,27**

	         Примітки. Достовірність р < 0,05 відносно:

1. * - контрольної групи тварин;

2. **- тварин, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг;

3. # - тварин, які отримували, окрім цитостатика, ентеросорбент С1.


Показники функції печінки під впливом ентеросорбції також не виходили за межі норми. Ентеросорбенти С1 та С2 викликали вірогідне зниження активності АлАТ (на 12,5 % та 15,0 %) та вмісту загального білірубіну – на 19,8 % та 20,4 % відповідно. Активність ЛФ під їх впливом зростала на 59,5 % та 38,0 %, відповідно у  порівнянні з групою тварин, які отримували мелфалан. При застосуванні С2 активність ЛФ зростала на 38,0 %, однак була достовірно нижчою (на 34,2 %) порівняно з інтактними тваринами (рис. 4.6).  

Отримані нами результати дослідження функціонування печінки за умов одноразового внутрішньовенного введення мелфалану в дозі 3 мг/кг узгоджуються з даними інших дослідників [241, 266, 272].
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Рис. 4.6. Зміни показників цитолізу та холестазу при застосуванні мелфалану (3 мг/кг) та ентеросорбентів С1 і С2. 

Примітки. Достовірність (р < 0,05) відносно: * - інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан; # - відносно тварин, які, окрім мелфалану, отримували сорбент С1.

Щодо показників функції нирок піддослідних тварин, то ми спостерігали зростання вмісту сечовини та креатиніну на 124,8 % та 11,6 % відповідно на тлі застосування мелфалану, при цьому вміст загального білка у сироватці крові залишався на рівні показника тварин контрольної групи. Також спостерігалось підвищення рівня показників МСМ1 та МСМ2 на 85,4 та 36,0 % відповідно (табл. 4.9).

Досліджувані нами зразки гранульованих вуглецевих ентеросорбентів С1 та С2 у різній мірі проявляли нефропротекторну активність. При цьому обидва сорбенти сприяли зниженню рівня ендогенної інтоксикації та зростанню вмісту загального білка крові. 
Таблиця 4.9.

Показники сироватки крові піддослідних тварин, M±m, n=10.

	Показники

Групи 
	Контрольна група
	L-PAM3
	L-PAM3 + C1
	L-PAM3 + C2

	Загальний білок, г/л
	51,04±2,53
	51,65±1,66
	59,50±2,62**
	66,20±2,83**

	Сечовина, ммоль/л
	4,92±0,19
	11,06±0,49*
	6,94±0,28**
	6,10±0,37**

	Креатинін,

мкмоль/л
	71,72±1,94
	80,06±1,92*
	78,42±1,45
	74,02±1,16**,#

	МСМ1,

ум.од./кг
	0,327±0,022
	0,606±0,013*
	0,456±0,032**
	0,429±0,038**

	МСМ2,

ум.од./кг
	0,448±0,029
	0,610±0,022*
	0,483±0,020**
	0,455±0,029**

	       Примітки. Достовірність р < 0,05 відносно:

1. * - контрольної групи тварин;

2. **- тварин, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг;

3. # - тварин, які отримували, окрім цитостатика, ентеросорбент С1.


Так, ентеросорбент С1 знижував рівень сечовини на 37,2 %, і при цьому не мав впливу на показник рівня креатиніну; рівень загального білка зростав під його впливом на 15,2 % порівняно з групою тварин, які отримували мелфалан. У цій групі вміст МСМ1 та МСМ2 був нижчим на 24,8 % та 20,7 % відповідно (табл. 4.10). 

Ентеросорбент С2 знижував рівень сечовини на 44,8 %, при цьому рівень креатиніну був нижчим на 7,5 % порівняно з групою L-PAM та на 5,6 % нижчим у порівнянні з групою L-PAM+С1. Вміст загального білка крові зростав на 28,2 % під впливом ентеросорбента С2 порівняно з групою тварин, котрі не отримували ентеральної сорбційної детоксикації на тлі введення цитостатика. У цій дослідній групі рівень МСМ1 був нижчим на 29,2 %, а МСМ2 – на 25,4 %.

Типовою реакцією організму на введення алкілуючих цитостатиків, як найближчих радіоміметиків, є розвиток вираженого оксидативного стресу. Так, навіть на 8-у добу після внутрішньовенного введення мелфалану, вміст ГПЛ підвищений на 100,2 %, рівень ТБП у сироватці крові та печінці – на 126,6 % та 71,3 % відповідно порівняно з тваринами групи контролю (табл. 4.10). 

Таблиця 4.10.

Зміни показників прооксидантно-антиоксидантної системи при застосуванні мелфалану, M±m, n=10.

	Показник
	Контрольна група
	L-PAM3
	L-PAM3 + C1
	L-PAM3 + C2

	ГПЛ,

ум.од./кг
	2,19±0,05
	4,38±0,21*
	3,03±0,21#
	2,26±0,15#ɣ

	ТБП (печінка), мкмоль/кг
	7,04±0,16
	12,07±0,28*
	9,08±0,50#
	7,26±0,49#ɣ

	ТБП (кров),

мкмоль/л
	0,36±0,04
	0,82±0,05*
	0,71±0,05
	0,58±0,05**

	СОД (печінка),

ум.од./кг
	75,96±1,94
	23,81±2,50*
	24,31±2,55
	50,38±2,82**,#

	Каталаза (печінка)

кат/кг
	65,43±1,27
	48,06±3,15*
	57,51±1,80**
	59,36±3,04**

	Каталаза (кров),

кат/л
	6,13±0,33
	2,88±0,58*
	3,97±0,71
	8,50±0,40**,#

	G-SH,

ммоль/кг
	2,03±0,05
	1,81±0,03*
	1,94±0,05
	2,07±0,06**

	ЦП,

мг/л
	322,88±11,62
	259,0±12,61*
	269,5±16,99
	301,0±11,44**

	       Примітки. Достовірність р < 0,05 відносно:

1. * - контрольної групи тварин;

2. **- тварин, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг;

3. # - тварин, які отримували, окрім цитостатика, ентеросорбент С1.


Також страждає ендогенний антиоксидантний захист: активність СОД знижується на 68,7 %, каталази у сироватці крові та печінки – на 26,5 % та 53,0 %. Вміст відновленого глутатіону у тканині печінки знижується на 10,7 %, а церулоплазміну у сироватці крові – на 19,8 %. 

Ентеросорбент С1 сприяв деякому зниженню вираженості оксидативного стресу. Так, у печінці показники ГПЛ та ТБП знижувались на 30,8 % та 27,4 %, а активність каталази зростала на 19,7 %. При цьому С1 не мав впливу на активність та рівень інших показників: ТБП, каталази та ЦП сироватки крові, СОД та відновленого глутатіону у печінці (рис. 4.7). 
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Рис. 4.7. Зміни показників прооксидантно-антиоксидантної рівноваги у тканинах печінки при застосуванні мелфалану (3 мг/кг) та ентеросорбентів. 

Примітки. Достовірність (р < 0,05) відносно: * - інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан; # - відносно тварин, які, окрім мелфалану, отримували сорбент С1.

Ентеросорбент С2 проявив виражений позитивний вплив на баланс прооксидантно-антиоксидантної рівноваги. Так, вміст ГПЛ під впливом С2 знижувався на 48,4 %, ТБП сироватки крові та печінки  - на 29,1 % та 39,9 % відповідно. Спостерігалась значна активація антиоксидантного захисту: активність СОД та каталази печінки зростали на 111,6 % та 23,5 % відповідно, а активність каталази крові була вищою на 195,1 % у порівнянні з групою тварин, які отримали мелфалан. Зростав також рівень відновленого глутатіону та ЦП на 14,4 % та 16,2 % відповідно (рис. 4.8).
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Рис. 4.8. Зміни показників поокисдантно-антиоксидантної рівноваги у сироватці крові при застосуванні мелфалану (3 мг/кг) та ентеросорбентів. 

Примітки. Достовірність (р < 0,05) відносно: * - інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан; # - відносно тварин, які, окрім мелфалану, отримували сорбент С1.

Необхідно зазначити, що у групі L-PAM3+C2 рівень ГПЛ та ТБП у тканині печінки були нижчими на 25,4 % та 20,1 % відповідно, активність СОД печінки та каталази сироватки крові зростала на 107,3 % та 114,1 % відповідно у порівнянні з L-PAM+C1, що вказує на явні переваги ентеросорбента С2. 

При гістологічному дослідженні тканини печінки (рис. 4.9) тварин контрольної групи встановлено, що структура печінкової часточки була збереженою. Центральні вени добре візуалізувались, дещо розширювались, переважно не містили еритроцитів. Синусоїди добре візуалізувались по всій величині часточки, містили поодинокі еритроцити та макрофаги. Балкова організація гепатоцитів була збереженою. Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів мала однорідну структуру. Всі клітини містили ядра, окремі із яких були гіперхромними. Портальні тракти розширювались в основному за рахунок незначного розширення та повнокров’я судин. Периваскулярний набряк та лімфо- і гістіоцитарна інфільтрація були відсутніми.
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Рис. 4.9. Структура печінки тварини контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

При застосуванні мелфалану у дозі 3 мг/кг (рис. 4.10) спостерігались незначні морфологічні зміни з боку тканини печінки. 
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Рис. 4.10. Структура печінки дослідної тварини, яка отримувала мелфалан в дозі 3 мг/кг. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

Балкова  організація гепатоцитів була збереженою переважно в центролобулярних зонах. Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів була дрібнозернистою, місцями просвітленою. В переважної більшості клітин ядра були змінені, окремі зморщені. Спостерігалось незначне розширення портальних трактів. В периваскулярних просторах виявлялись поодинокі лімфо- та гістіоцити.

За умов корекції ентеросорбентом С1 (рис. 4.11), так само як і при застосуванні мелфалану, структура печінкової часточки була збереженою частково. Синусоїди контурувались добре лише в окремих полях зору, центролобулярно, містили поодинокі еритроцити та макрофаги. Цитоплазма клітин центролобулярної зони була еозинофільною, однорідною, в інших ділянках - середньої третини часточки та перипортальних полів - дрібнозернистою, місцями просвітленою. В переважної більшості клітин ядра змінювались, окремі зморщувались, інші - гіпертрофувались.  
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Рис. 4.11. Структура печінки дослідної тварини з групи L-PAM+C1. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

У групі тварин, які отримували ентеросорбент С2 (рис. 4.12) на тлі застосування мелфалану, зміни також були мінімальні у порівнянні з контрольною групою тварин. 
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Рис. 4.12. Структура печінки тварини дослідної групи L-PAM+C2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

Структура печінкової часточки була збереженою частково. Цитоплазма клітин центролобулярної зони була насиченою, еозинофільною,  середньої третини часточки та перипортальних полів - дрібнозернистою, місцями просвітленою. 

Структурні компоненти слизової оболонки тонкої кишки інтактної тварини (рис. 4.13) представлені слизовою оболонкою із покривним  епітелієм, базальною мембраною, підслизовою основою та м’язовим шаром. Кровонаповнення судин звичайне. Окремі судини мікроциркуляторного русла подекуди розширювались, спричинювали незначний периваскулярний набряк, що призводило до збільшення розмірів ворсин. Поверхневий епітелій звичайно структури, епітеліоцити видовжені, ядра розташовані на базальній мембрані. Цитоплазма їх насичена, еозинофільна. Виявлялись окремі клітини із підвищеною секреторною активністю. Судини базальної мембрани візуалізувались помірно, окремі із них розширювались, містили еритроцити. М’язова оболонка звичайної структури.
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Рис. 4.13. Структура відділу тонкої кишки тварини з контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

При введенні мелфалану з розрахунку 3 мг/кг (рис. 4.14) структурні компоненти слизової оболонки тонкої кишки зазнавали ряду змін, які проявлялись у збільшенні розмірів залоз за рахунок підвищеної секреторної активності залозистого епітелію. Просвіти залоз переважно не візуалізувались за рахунок різкого збільшення епітеліоцитів. Цитоплазма цих клітин ставала мутною, ядра дещо збільшувались, просвітлювались, в переважної більшості клітин розташовувались на базальній мембрані. Судини мікроциркуляторного русла подекуди розширювались, окремі спричинювали виражений периваскулярний набряк, що призводило до збільшення розмірів ворсин. В стромі спостерігалась поява великої кількості лімфо- та гістіоцитів. Поверхневий епітелій зазнавав виражених змін, це проявлялось розвитком переважно дистрофічних змін. Секреторна активність окремих клітин була значною. Судини базальної мембрани візуалізувались помірно, окремі із них розширювались, містили еритроцити. Мав місце слабо виражений периваскулярний набряк. М’язова оболонка зазнавала мінімальних змін.
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Рис. 4.14. Структура відділу тонкої кишки дослідної тварини, яка отримувала мелфалан у дозі 3 мг/кг. Забарвлення гематоксиліном та еозином.   × 100. 

При застосуванні ентеросорбента С1 структурні компоненти слизової оболонки тонкої кишки мало змінювались у порівнянні із попередньою групою (рис. 4.15). В епітеліоцитах кишкових крипт спостерігалось поєднання  підвищеної секреторної активності та слабо виражені дистрофічні зміни цитоплазми. 
	Структура відділу тонкої кишки дослідної тварини
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	Рис. 4.15. Структура відділу тонкої кишки дослідної тварини з групи 
L-PAM+C1. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 4.16. Структура відділу тонкої кишки дослідної тварини з групи 
L-PAM+C2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


Окремі просвіти залоз не візуалізувались. Судини мікроциркуляторного русла подекуди розширювались, окремі спричинювали виражений периваскулярний набряк, що призводило до збільшення розмірів ворсин. В стромі спостерігалась поява великої кількості лімфо- та гістіоцитів. В поверхневому епітелії спостерігались виражені зміни, це проявлялось розвитком переважно дистрофічних змін. Секреторна активність окремих клітин була значною. Судини базальної мембрани візуалізувались помірно, окремі із них озширювались, містили еритроцити. Мав місце виражений периваскулярний набряк. М’язова оболонка зазнавала мінімальних змін.

При застосуванні у якості засобу корекції ентеросорбенту С2 (див. рис. 4.16) структура слизової оболонки дещо покращувалась. Це проявлялось у зменшенні розмірів епітеліоцитів крипт. Їх структурна організація покращувалась: цитоплазма ставала однорідною, ядра гіперхромні, мали чіткі контури, розташовувались на базальних мембранах. Секреторна активність окремих клітин підвищувалась, контури залозистих структур  ставали чіткими. Судини мікроциркуляторного русла ворсин візуалізувались слабо, периваскулярний набряк не наростав, що візуально зменшувало площу ворсин. В стромі спостерігалась незначна кількість лімфо- та гістіоцитів. 
Структура поверхневого епітелію наближувалась до норми. Проте секреторна активність окремих клітин була значною. Судини базальної мембрани візуалізувались слабо, окремі із них розширювались, містили еритроцити. Периваскулярний набряк не виявлявся. М’язова оболонка зазнавала мінімальних змін.

Тканина селезінки інтактної тварини  (рис. 4.17) представлена білою та червоною пульпою. 
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Рис. 4.17. Структура селезінки тварини з контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

Мальпігієві тільця складалися із незначної кількості лімфобластів та лімфоцитів. Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами із великими овальними ядрами. Частина цих клітин формують синуси. В червоній пульпі містилися лейкоцити, еритроцити та лімфоцити. Кровонаповнення судин дрібного калібру  було нерівномірним.

При введенні мелфалану у дозі 3 мг/кг (рис. 4.18) капсула селезінки дещо ущільнювалась та була представлена сполучнотканинними волокнами. 

В білій пульпі візуалізувались лімфатичні фолікули, збільшені  у розмірах у порівнянні із попередньою групою досліджень, із ознаками гіперплазії, нечіткими контурами. Центральні їх відділи містять незначну кількість лімфобластів, навколо яких постерігається скупчення великої кількості лімфоцитів. Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами, серед яких спостерігається незначна кількість  лейкоцитів  та лімфоцитів, має місце велика кількість гемосидерину. Синуси помірно розширені, кровонаповненні. Спостерігається помірний периваскулярний набряк.
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Рис. 4.18. Структура селезінки тварини, яка отримувала мелфалан у дозі 3 мг/кг. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

При корекції ентеросорбентом С1 (рис. 4.19) спостерігається деяке покращення мікроскопічної структури селезінки Капсула селезінки представлена сполучнотканинними волокнами. Біла пульпа добре візуалізується, в ній спостерігаються невеликих розмірів множинні лімфатичні фолікули із чіткими межами. Центральні їх відділи містять поодинокі лімфобласти, навколо яких постерігається накопичення невеликої кількості лімфоцитів. Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами, серед яких спостерігається достатня кількість лейкоцитів та лімфоцитів, виявляються поодинокі нагромадження гемосидерину. Синуси помірно розширені, кровонаповненні. Спостерігається незначний периваскулярний набряк.
При застосуванні ентеросорбенту С2 (рис. 4.20) лімфатичні фолікули білої пульпи дещо збільшені у розмірах у порівнянні із попередньою групою досліджень (L-PAM3+C1), проте їх контури не чіткі. Центральні їх відділи містять невелику кількість лімфобластів, навколо яких постерігається скупчення лімфоцитів. 
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	Рис. 4.19.  Структура селезінки дослідної тварини з групи L-PAM+C1.

Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 4.20. Структура селезінки дослідної тварини з групи L-PAM+C2.

Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами, серед яких спостерігається збільшення кількості лейкоцитів та лімфоцитів, велика кількість гемосидерину. Синуси помірно розширені, кровонаповненні. Спостерігається незначний периваскулярний набряк.При гістологічному дослідженні структурних компонентів нирки контрольних інтактних тварин (рис. 4.21 та рис. 4.22) виявлено венозно-капілярне повнокрів’я судин як кіркової речовини так і мозкової. 
Будова клубочків збережена. В частини клубочків групи капілярних петель із помірним кровонаповненням. Епітелій ниркових канальців збережений, структура його однорідна, в поодиноких епітеліоцитах спостерігаються ознаки білкової гіаліново-крапельної дистрофії. Просвіти канальців вільні від клітинних елементів та ексудату.
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	Рис. 4.21. Структура кіркового шару нирки тварини з контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 4.22. Структура мозкового шару нирки тварини з контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100 


При гістологічному дослідженні кіркової речовини нирки тварини, яка отримувала мелфалан (рис. 4.23), встановлено помірний набряк капсул Шумлянського-Боумена. Просвіти капілярів судинних клубочків дещо розширені (місцями по типу мікроаневризм), ендотеліоцити інтими набряклі. Стінки ниркових артерій потовщуються за рахунок плазматичного просочування, що приводить до дифузного помірного набряку інтерстицію. Будова ниркових клубочків збережена, проте просвіти капсул розширені в основному за рахунок набряку. Судини клубочків візуалізуються добре, окремі із них із еритростазами.

Окремі клітини епітеліального шару звивистих канальців (рис. 4.24) зазнавали гіаліново-крапельної та гідропічної дистрофії (епітеліоцити виглядали набубнявілими, втрачали щіточкову облямівку, цитоплазма їх була вакуолізована, мала пінистий вигляд та містила дрібнозернисті включення, ядра гіперхромні, місцями з ознаками каріорексису).
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	Рис. 4.23. Структура кіркового шару нирки тварини, яка отримувала L-PAM в дозі 3 мг/кг. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 4.24. Структура мозкового шару нирки тварини, яка отримувала L-PAM в дозі 3 мг/кг. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


У тварин, які отримували ентеросорбент С1 (рис. 4.25) зберігався помірний  набряк капсули Шумлянського-Боумена. Спостерігалася реактивна перебудова кровозабезпечення тканинних структур нирки – венозно-капілярна гіперемія мозкової речовини, нерівномірно виражена у різних полях зору, та малокрів'я кіркового шару. У мікроциркуляторному руслі (рис. 4.26) відмічався сладж-феномен, візуалізувалися еритроцитарні тромби. У паренхімі нирок спостерігалася помірно виражена інфільтрація лімфоцитами, сегментоядерними лейкоцитами, плазмоцитами. Кількість клітин епітеліального шару звивистих канальців із ознаками гіаліново-крапельної та гідропічної дистрофії була дещо меншою. 
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	Рис. 4.25. Структура кіркового шару нирки тварини з групи, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг та ентеросорбент С1. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100
	Рис. 4.26. Структура мозкового шару нирки тварини з групи тварин, які отримували 
L-PAM в дозі 3 мг/кг та ентеросорбент С1. Забарвлення гематоксиліном та еозином. 
× 100


На фоні застосування ентеросорбента С2 (рис. 4.27 та рис. 4.28) спостерігалось максимальне покращення морфологічної структури нирок. Спостерігалася незначна реактивна перебудова кровозабезпечення тканинних структур нирки – венозно-капілярна гіперемія мозкової речовини, нерівномірно виражена у різних полях зору та малокрів'я кіркового шару. 

У паренхімі нирок спостерігалася помірно виражена інфільтрація лімфоцитами, сегментоядерними лейкоцитами, плазмоцитами. Епітелій дистальних та проксимальних відділів канальців переважно зберігав свою структуру, майже усі клітини містили ядра з чіткими контурами. В мозковій речовині спостерігалося осередкове венозне повнокрів’я строми та слабо виражений нерівномірний інтерстиціальний набряк.
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	Рис. 4.27. Структура кіркового шару нирки тварини з групи тварин, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг та ентеросорбент С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 4.28. Структура мозкового шару нирки тварини з групи тварин, які отримували L-PAM в дозі 3 мг/кг та ентеросорбент С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


При гістологічному дослідженні сім’яників інтактної тварини (рис. 4.29) виявлено, що в канальцях добре візуалізуються сперматоцити 1-го та 2-го порядку, які локалізуються в основному біля базальних мембран. У просвіті  практично усіх канальців спостерігаються у достатній кількості сперматиди та  сперматозоїди, що свідчить про достатню функцію органу. 

При гістологічному дослідженні сім’яників тварин, які отримували мелфалан (рис. 4.30), виявлено, що в стромі спостерігається нерівномірне кровонаповнення дрібних судин. Кількість сперматоцитів 1-го та 2-го порядку зменшується. Спостерігається порушення цілісності морфологічних утворів. 

При застосуванні у якості корекції ентеросорбентів спостерігається відновлення структури сім’яників піддослідних тварин, яке виражене більше у групі тварин, які отримували ентеросорбент С2 (рис. 4.32). В канальцях добре візуалізуються сперматоцити 1-го та 2-го порядку, які локалізуються в основному біля базальних мембран. У просвіті практично усіх канальців спостерігаються у достатній кількості сперматиди та сперматозоїди.
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	Рис. 4.29. Структура сім’яників тварини з групи контролю. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 4.30. Структура сім’яників тварини з групи, яка отримувала мелфалан у дозі 3 мг/кг. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 4.31. Структура сім’яників тварини з групи, які отримували 
L-PAM в дозі 3 мг/кг та ентеросорбент С1. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.Структура яєчка 
	Рис. 4.32. Структура сім’яників тварини з групи, які отримували 
L-PAM в дозі 3 мг/кг та ентеросорбент С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином.  × 100. 


Таким чином, мелфалан, при одноразовому внутрішньовенному введенні з розрахунку 3 мг/кг у хвостову вену, викликає виражене пригнічення кровотворення зі зниженням рівня лейкоцитів на 72,5 %, еритроцитів – на 12,4 %, гемоглобіну – на 7,7 %, тромбоцитів – на 18,6 %. При цьому абсолютне число нейтрофілів знижується на 58,5 %, лімфоцитів – на 78,0 %. У відповідь на введення цитостатика формується виражений оксидативний стрес, про що свідчить підвищення рівня продуктів надмірної ліпопероксидації та пригнічення ендогенного антиоксидантного захисту зі зростанням рівня ендогенної інтоксикації та порушенням функціонування нирок. 
Ентеральна сорбційна терапія проявляє виражений мієлопротекторний та нефропротекторний ефекти, пригнічує процеси ліпопероксидації, що супроводжується зниженням рівня ендогенної інтоксикації, та сприяє відновленню і активації основних ферментативної та неферментативної ланок антиоксидантного захисту. Вуглецевий ентеросорбент С2 проявляє більш виражений вплив на гематологічні показники (загальна кількість лейкоцитів вища на 117,4 %, а абсолютне число нейтрофілів і лімфоцитів зростає на 71,5 % та 151,8 % відповідно більше у порівнянні з впливом С1) та біохімічні показники сироватки крові (покращення функціонування нирок) піддослідних тварин. Ентеросорбент С2 має достовірно більш виражений вплив на процеси надмірної ліпопероксидації мембранних ліпідів у порівнянні з ентеросорбентом С1 (вміст ГПЛ та ТБП у тканині печінки нижчий на 25,4 % та 20,1 % відповідно, активність СОД печінки та каталази сироватки крові зростає на 107,3 % та 114,1 % відповідно). 

При застосуванні мелфалану максимально виражені зміни спостерігаються у тонкому кишечнику та нирках піддослідних тварин, а також у сім’яниках та селезінці. Практично без змін залишається гістологічна структура печінки піддослідних тварин, що корелює із біохімічними показниками. Застосування ентеросорбента С2 призводить до максимально виражених позитивних зрушень у морфологічній структурі органів та тканин, які вивчались.

Отже, ентеросорбент С1 з питомою вагою 0,28 г/см3 суттєво поступається за своєю ефективністю дії ентеросорбенту С2 з питомою вагою 0,18 г/см3. При цьому на моделі мієлодепресії у щурів, індукованої внутрішньовенним введенням потужного алкілуючого препарату L-PAM, встановлено, що кількість лейкоцитів у периферичній крові на 8 добу після його введення у дозі 3 мг/кг була у 4,5 разів більшою, ніж у тварин контрольної групи, в тому числі нейтрофілів у 3,75 разів, а лімфоцитів - у 4,9 разів. Ці позитивні зміни відбуваються на тлі різкого пригнічення чинників оксидативного стресу та суттєвої активації антиоксидантної системи.

Враховуючи вищезазначене, ми можемо робити висновки, що модель цитотоксичної мієлодепресії, спричиненої внутрішньовенним введенням алкілуючого цитостатика мелфалану у дозі 3 мг/кг,  є адекватною для вивчення морфологічних та біохімічних проявів ефективності вуглецевих гранульованих ентеросорбентів С1 та С2 та інших лікарських засобів. Враховуючи більш виражений позитивний вплив ентеросорбента С2 на деякі гематологічні та біохімічні показник та на проооксидантно-антиоксидантну рівновагу, структуру досліджуваних органів (печінки, селезінки, тонкої кишки, яєчок та нирок) для проведення наступних етапів дослідження ми використовували вуглецевий гранульований ентеросорбент С2 з насипною вагою 0,18 г/см3, та розміром гранул 0,15-0,25 мм, SBET=2162 м2/г.  
Отримані нами результати досліджень оприлюднені у наступних публікаціях [273–291].
РОЗДІЛ 5

ДОСЛІДЖЕНННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ КОМБІНОВАНОГО ЗАСТОСУВАННЯ ГРАНУЛЬОВАНОГО ВУГЛЕЦЕВОГО ЕНТЕРОСОРБЕНТУ С2 ТА ПРЕПАРАТІВ ГРАНУЛОЦИТАРНОГО КОЛОНІЄСТИМУЛЮЮЧОГО ФАКТОРУ ПРИ ЦИТОТОКСИЧНІЙ  МІЄЛОДЕПРЕСІЇ

5.1. Зміни гематологічних та біохімічних показників під впливом ентеросорбенту С2 та препаратів Г-КСФ при застосуванні мелфалану у дозі 4 мг/кг.
Як показали попередньо проведені дослідження, вуглецевий ентеросорбент С2 має більш виражений вплив на гематологічні показники при моделюванні цитотоксичної мієлодепресії, тому при проведенні наступного етапу досліджень ми використовували саме його. Для вивчення можливостей та меж дії Г-КСФ та С2 при монозастосуванні та у комбінації, дозу мелфалану було підвищено до 4 мг на 1000 г маси тварини. 

Розподіл груп: 1-а – тварини контрольної групи; 2-а – (L-PAM4), тварини, які отримували мелфалан у дозі 4 мг/кг; окрім цитостатика тваринам 3-ї групи 
(L-PAM4+С2) вводили ентеросорбент С2; 4-ї (L–PAM4+ р-ГКСФ) - вітчизняний рекомбінантний гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор (р-ГКСФ) розробки ІЕПОР НАНУ, 5-ї (L–PAM4 + філграстим) – філграстим, а 6-ї 
(L–PAM4+С2+філграстим) – ентеросорбент С2 та філграстим. 

Як показали отримані нами дані, мелфалан у дозі 4 мг/кг викликав зниження кількості лейкоцитів на 75,6 %, вміст еритроцитів знижувався на 10,3 %, тромбоцитів – на 59,9 %. (табл. 5.1), вміст гемоглобіну не змінювався. 

Таблиця 5.1. 
Гематологічні показники за умов застосування мелфалану в дозі 4 мг/кг та при корекції ентеросорбентом С2 та препаратами Г-КСФ, M±m.
	
	Контрольна група,
(n=25)
	L–PAM4,

(n=10)
	L–PAM4 +C2,
(n=10)
	L–PAM4 +

р-ГКСФ,
(n=7)
	L–PAM4+ філграстим,
(n=10)
	L–PAM4 +C2+ філграстим,
(n=10)

	Лейкоцити,

×109/л
	5,24±0,29
	1,28±0,15*


	1,84±0,17**


	1,97±0,17*


	2,01±0,16**


	3,05±0,28

**, #, γ1, γ2

	Еритроцити, ×1012/л
	7,34±0,12
	6,58±0,17*
	6,66±0,20
	6,80±0,16
	6,85±0,19
	6,80±0,15

	Гемоглобін,

г/л
	134,32±1,69
	115,90±3,46
	122,10±2,24
	122,70±2,82
	121,60±2,84
	122,0±2,97

	Тромбоцити, ×109/л
	634,84±22,97
	254,60±45,59*


	328,10±65,65 
	238,0±44,64
	223,20±40,45
	505,40±70,68

**, γ1, γ2

	Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: 

1. *- інтактних тварин; 

2. ** - групи тварин, які отримували мелфалан; 

3. # - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували сорбент С2;

4. γ1 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували р-ГКСФ;

5. γ2 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували філграстим.


Підвищення дози мелфалану до 4 мг/кг призвело до різкого зниження рівня тромбоцитів, чого не спостерігалось при введенні цитостатика у дозі 3 мг/кг.

При застосуванні ентеросорбента С2 вміст лейкоцитів зростав на 43,8 %, під впливом філграстиму та р-ГКСФ – на 57,0 % та 53,9 % відповідно. На інші гематологічні показники у монозастосуванні обидва середники не мали впливу, однак спостерігалась чітка тенденція до зростання чисельності тромбоцитів (рис. 5.1).
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Рис. 5.1. Відсоток падіння гематологічних показників при застосуванні мелфалану та корекції препаратами Г-КСФ.

Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: * - інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан.

Поєднання філграстиму та С2 було максимально ефективним: вміст лейкоцитів зростав на 138,3 % у порівнянні з тваринами, які не отримували коригуючих чинників, та був достовірно вищим на 65,8 % у порівнянні з групою, яка отримували лише сорбент. Цей показник був вищим на 51,7 % відносно групи, яка отримувала лише філграстим та на 54,8 % - лише р-ГКСФ. Окрім цього, у групі L–PAM4+C2+філграстим спостерігалось зростання рівня тромбоцитів на 98,5 % порівняно з контрольною патологією, цей показник був достовірно вищим на 126,4 % відносно групи L–PAM4+філграстим та на 112,3 % вищим відносно групи L–PAM4+ р-ГКСФ.

При аналізі лейкоформули у відсотковому співвідношенні (табл. 5.2) при застосуванні L–PAM у дозі 4 мг/кг спостерігалось зростання відсотку нейтрофілів на 89,0 %, відсоток лімфоцитів знижувався на 46,1 %, а кількість моноцитів зросла в 3 рази (на 200,5 %). Застосування коригучих чинників не мало впливу на відсоткове співвідношення лейкоцитарної формули піддослідних тварин . 

У абсолютних числах (табл. 5.2) спостерігалось падіння абсолютної кількості нейтрофілів на 53,8 %, а лімфоцитів – на 86,8 %. Ентеросорбент С2 сприяв зростанню числа лімфоцитів на 65,0 %, спостерігалась тенденція до зростання кількості нейтрофілів.

Філграстим та р-ГКСФ сприяли зростанню абсолютного числа нейтрофілів на 67,0 % та 61,1 %, однак не мали впливу на інші ростки кровотворення. 

Поєднане застосування ентеросорбції та гемопоетичного фактору Філграстиму максимально ефективно сприяло зростанню кількості клітин основних ростків крові. Так у групі L–PAM4+C2+філграстим абсолютна кількість нейтрофілів була вищою на 196,1 %, а лімфоцитів на 101,0 % у порівнянні з групою L–PAM4. Загальна кількість нейтрофілів у цій групі було вищою на 135,6 % у порівнянні з монозастосуванням ентеросорбента С2, та на 83,8 % і 77,3 % вищим у порівнянні із застосуванням Філграстиму та р-ГКСФ відповідно.

	Таблиця 5.2. Лейкоформула, M±m, % за умов застосування мелфалану в дозі 4 мг/кг та при корекції ентеросорбентом С2 та препаратами Г-КСФ, M±m.

	
	Контрольна група,

(n=25)
	L–PAM4,

(n=10)
	L–PAM4 +C2,

(n=10)
	L–PAM4 +

р-ГКСФ,

(n=7)
	L–PAM4+ філграстим,

(n=10)
	L–PAM4 +C2+ філграстим,

(n=10)

	Промієлоцити  
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Мієлоцити  
	-
	-
	-
	0,10±0,10
	-
	-

	Мета -мієлоцити 
	-
	-
	-
	0,40±0,27
	0,40±0,27
	0,22±
0,22

	Нейтрофіли 
	25,90±1,83
	49,0±3,76*
	42,83±3,19
	52,10±5,86
	51,30±5,61
	60,89±5,19

	Еозинофіли 
	1,0±0,45
	-
	-
	-
	-
	-

	Базофіли 
	-
	-
	-
	0,10±0,10
	0,10±0,10
	-

	Лімфоцити 
	68,4±3,10
	36,88±4,42*
	42,34±3,07
	35,3±4,86
	36,0±4,71
	31,11±4,05

	Моноцити  
	4,70±0,97
	14,12±2,12*
	14,83±2,61
	12,0±2,46
	12,20±2,45
	7,78±
2,09

	Лейкоформула, M±m, ×109/l

	Промієлоцити 
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Мієлоцити
	-
	-
	-
	0,003±0,003
	-
	-

	Метамієлоцити
	-
	-
	-
	0,007±0,005
	0,01±0,01
	0,01±0,01

	Нейтрофіли
	1,37±0,09
	0,63±0,05*
	0,79±0,06
	1,01±0,11**
	1,05±0,12**
	1,86±0,16

**,#,

γ1, γ2

	Еозинофіли
	0,05±0,02
	-
	-
	-
	-
	-

	Базофіли
	-
	-
	-
	
	
	-

	Лімфоцити
	3,58±0,16
	0,47±0,06*
	0,78±0,06**
	0,71±0,09
	0,71±0,10
	0,94±0,12**

	Моноцити
	0,24±0,05
	0,18±0,03
	0,27±0,05
	0,24±0,05
	0,24±0,05
	0,24±0,06

	          Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: *- інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан; # - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували сорбент С2; γ1 - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували р-ГКСФ; γ2 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували філграстим.


У дозі 4 мг/кг мелфалан викликав зростання активності АлАТ на 61,9 %, однак змін з боку інших показників цитолізу і холестазу відмічено не було (табл. 5.3, рис. 5.2).
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Рис. 5.2. Зміни показників цитолізу та холестазу при застосуванні мелфалану (4 мг/кг), ентеросорбента С2 та препаратів Г-КСФ. 
Примітки. * - достовірність р≤0,05 відносно інтактних тварин.
Застосування ентеросорбенту та препаратів Г-КСФ не викликало достовірних змін активності печінкових амінотрансфераз та лужної фосфатази та не відбивалось на вмісті загального білірубіну у дослідних групах. 

Щодо функціонування нирок, мелфалан у дозі 4 мг/кг викликав зростання рівня сечовини на 26,3 %, креатиніну - на 25,1 %. Показники ендогенної інтоксикації МСМ1 та МСМ2 були вищими на 73,1 % і 66,4 % відповідно у порівнянні з інтактними тваринами. Вміст загального білка у сироватці крові не змінювався (табл. 5.4).

Таблиця  5.3.

Показники сироватки крові при введенні мелфалану у дозі 4 мг/кг та при корекції ентеросорбентом С2 та філграстимом, M±m, n=10.
	
	Контрольна група,

(n=10)
	L–PAM4,

(n=10)
	L–PAM4 +C2,

(n=10)
	L–PAM4 +

р-ГКСФ,

(n=7)
	L–PAM4+ філграстим,

(n=10)
	L–PAM4 +C2+ філграстим,

(n=10)

	АлАТ,

Од/л
	27,13±0,88
	43,92±3,29*
	43,0±3,39
	52,86±2,0
	51,47±1,88
	48,73±1,64

	АсАТ,

Од/л
	154,46±4,15
	161,35±10,58
	153,07±6,31
	175,35±15,02
	170,74±16,0
	157,10±9,90 

	Лужна фосфатаза,

ммоль/л/год
	204,96±7,68
	225,74±20,79
	213,62±19,08
	252,48±13,95
	249,39±14,02
	257,24±25,09

	Загальний білірубін, мкмоль/л
	4,12±0,31
	4,42±0,51
	4,16±0,26
	4,78±0,25
	4,90±0,30
	4,02±0,24

	        Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: *- інтактних тварин. 


Таблиця 5.4. 
Показники сироватки крові при введенні мелфалану у дозі 4 мг/кг та при корекції ентеросорбентом С2 та р-ГКСФ і філграстимом, M±m, n=10.
	
	Інтактні тварини

(n=10)
	L–PAM4

(n=10)
	L–PAM4 +C2

(n=10)
	L–PAM4 +

р-ГКСФ

(n=7)
	L–PAM4+ філграстим

(n=10)
	L–PAM4 +C2+ філграстим

(n=10)

	Загальний білок, г/л
	51,04±2,39
	47,36±1,59
	49,84±2,02
	46,17±1,08
	47,56±1,69
	50,46±2,04

	Сечовина,

ммоль/л
	4,92±0,18
	6,21±0,23*
	4,65±0,20**
	8,04±
1,64
	7,82±1,68
	4,99±0,23**

	Креатинін, мкмоль/л
	71,72±1,84
	89,69±2,84*
	82,84±4,16
	93,80±2,02
	92,71±2,46
	78,10±2,85**, γ2

	МСМ1,

ум.од./л
	0,327±0,021
	0,566±0,052*
	0,212±0,035**
	0,234±0,036**
	0,232±0,037**
	0,199±0,036**

	МСМ2,

ум.од./л
	0,448±0,029
	0,746±0,068*
	0,279±0,061**
	0,300±0,041**
	0,292±0,043**
	0,274±0,081**

	Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: 

1. *- інтактних тварин; 

2. ** - групи тварин, які отримували мелфалан; 

3. # - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували сорбент С2;

4. γ1 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували р-ГКСФ;

5. γ2 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували філграстим.


Ентеросорбент С2 сприяв зниженню рівня сечовини на 25,2 %, при цьому спостерігалась тенденція до зниження рівня креатиніну. Під впливом ентеросорбента С2 знижувався рівень ендогенної інтоксикації: вміст МСМ1 та МСМ2 був нижчим на 62,5 % та 62,6 % відповідно у порівнянні з контрольною патологією. 

У групі тварин, які отримували філграстим, рівень МСМ1 та МСМ2 знижувався на 59,1 % та 60,8 % відповідно, змін показників креатиніну та сечовини не спостерігалось. Р-ГКСФ сприяв зниженню вмісту МСМ1 та МСМ2 знижувався на 58,6 % та 59,7 % відповідно, і також не впливав на рівень креатиніну та сечовини у піддослідних тварин.

Застосування комбінації ентеросорбенту С2 та філграстиму сприяло зниженню рівня сечовини та креатиніну на 19,6 % та 12,9 % відповідно, вмісту МСМ1 та МСМ2 - на 64,8 % та 63,3 % відповідно порівняно з групою L–PAM4 (табл. 5.4).

Перевага комбінації препаратів спостерігалась у більш суттєвому зниженні рівня креатиніну на 15,8 % порівняно з тваринами групи 
L–PAM4+філграстим та на 16,7 % у порівнянні з групою L–PAM4+р-ГКСФ.

Внутрішньовенне введення мелфалану з розрахунку 4 мг/кг викликає надмірну активацію процесів ПОЛ (табл. 5.5). 

Так у печінці рівень ГПЛ та ТБП був вищим на 131,2 % та 85,1 % відповідно, ТБП у сироватці крові – на 64,3 %. Також спостерігалось виснаження резервів ендогенного антиоксидантного захисту: активність СОД та каталази у тканині печінки знижувалась на 59,3 % та 23,6 % відповідно, а каталази крові – 34,2 %. акож рівень G-SH та ЦП був нижчим на 17,7 % та 13,8 % відповідно у порівнянні з інтактними тваринами.

Ентеросорбент С2 сприяв послабленню проявів оксидативного стресу Рівень  ГПЛ та ТБП у печінці знижувався на 38,3 % та 39,5 % відповідно, ТБП крові – на 34,4 %.

Таблиця 5.5.
Зміни показників прооксидантно-антиоксидантної системи при застосуванні мелфалану, M±m, n=10.
	
	Контрольна група,

(n=25)
	L–PAM4,

(n=10)
	L–PAM4 +C2,

(n=10)
	L–PAM4 +

р-ГКСФ,

(n=7)
	L–PAM4+ філграстим,

(n=10)
	L–PAM4 +C2+ філграстим,

(n=10)

	ГПЛ,

ум.од./кг
	2,19±0,05
	5,06±0,64*
	3,12±0,28

**
	4,62±0,40
	4,54±0,41
	3,15±0,19

**, γ1, γ2

	ТБП (печінка) мкмоль/кг
	7,04±0,16
	13,02±0,82*


	7,87±0,75

**
	10,74±0,73
	10,24±0,72**
	7,06±0,77

**, γ1, γ2

	ТБП (кров),

мкмоль/л
	0,36±0,04
	0,59±0,05*
	0,39±0,03

**
	0,72±0,08
	0,70±0,08


	0,36±0,03

**, γ1, γ2

	СОД (печінка),

ум.од./кг
	75,96±1,94
	30,89±2,93*
	58,55±0,25

**
	45,98±4,38**
	46,27±5,76**
	82,87±5,61

**,#, γ1, γ2

	Каталаза (печінка)

кат/кг
	65,43±1,27
	49,98±4,40*


	62,82±2,30

**
	53,93±2,53
	54,71±2,68
	77,26±4,05

**, #, γ1, γ2

	Каталаза (кров),

кат/л
	6,13±0,33
	4,03±0,26*
	5,04±0,24**
	4,85±0,30
	4,66±0,25
	5,30±0,36 **

	G-SH,

ммоль/кг
	2,03±0,05
	1,67±0,04*
	2,40±0,04**
	1,88±0,04**
	1,90±0,05**
	2,57±0,04

**, γ1, γ2

	ЦП,

мг/л
	322,88±
11,62
	277,90±
4,13*


	338,32±     19,22

**
	266,75±
13,48
	288,13±
14,83


	358,65±
9,67

**, γ1, γ2

	     Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: 

1. *- інтактних тварин; 

2. ** - групи тварин, які отримували мелфалан; 

3. # - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували сорбент С2;

4. γ1 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували р-ГКСФ;

5. γ2 - відносно тварин ,які окрім мелфалану отримували філграстим.


Також спостерігалась нормалізація показників ферментативної та неферментативної ланок захисту клітин від надмірних процесів ПОЛ мембран, які були на рівні з інтактними тваринами: активність СОД та каталази печінки зростала на 89,6 та 25,7 % відповідно, каталаза сироватки крові – на 24,7 %. Рівень відновленого глутатіону та церулоплазміну навіть був дещо вищим і зростав на 43,8 та 21,7 % відповідно у порівнянні з контрольною патологією  (рис. 5.3). 
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Рис. 5.3. Зміни показників проксидантно-антиоксидантної рівноваги (в %) у сироватці крові при застосуванні мелфалану (4 мг/кг), ентеросорбенту С2 та препаратів Г-КСФ. 

Примітки. Достовірність відносно: * - інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан; # - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували сорбент С2; ɣ1 - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували р-ГКСФ; ɣ2 - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували філграстим.
Філграстим сприяв зниженню рівня ТБП у печінці на 21,3 % та сприяв зростанню активності СОД на 49,0 %, і рівня G-SH – на13,9 %. На решту досліджуваних показників Г-КСФ впливу не мав. При застосуванні р-ГКСФ спостерігалось зростання рівня антиоксидантного ендогенного захисту: активність СОД була вищою на 48,8 %, вмісту G-SH – на 13,0 % порівняно з групою L–PAM4. 

При застосуванні комбінації Г-КСФ (Філграстиму) з ентеросорбентом С2 спостерігався максимально виражений вплив на усі показники, які вивчались. Так спостерігалось зниження рівня продуктів надмірної ліпопероксидації. Показники були нижчі на: ГПЛ – 37,7 %, ТБП у сироватці крові та печінці – на 38,7 % та 45,8 % відповідно порівняно з контрольною патологією. Активність СОД та каталази у печінці зростали на 168,3 % та 54,6 %, каталази крові – на 31,2 %. Водночас рівень G-SH та ЦП були вищими на 53,6 % та 29,1 % відповідно.

Комбінація філграстиму з ентеросорбентом С2 мала більш виражений терапевтичний ефект, ніж монозастосування кожного лікарського середника (рис. 5.4). 
Так, рівень ГПЛ та ТБП печінки були на нижчі 30,6 % та 31,1 % відповідно, ТБП крові – на 48,1 %; активність СОД та каталази печінки зростала на 79,0 % і 41,2 % відповідно, рівень G-SH та ЦП– на 34,9 % та 24,5 % у групі тварин, які отримували комбінацію препаратів, у порівнянні з монозастосуванням  філграстиму. У порівнянні з групою тварин, які отримували р-ГКСФ, у групі, яка отримувала обидва середники рівень ГПЛ був нижчим на 31,8 %, ТБП у печінці та крові – на 34,3 % та 49,2 % відповідно; активність СОД зростала на 80,7 %, каталази печінки – на 43,2 %,  вміст глутатіону – на 36,0 %, ЦП – на 34,5 %.
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Рис. 5.4. Зміни показників проксидантно-антиоксидантної рівноваги (в %) у гомогенатах печінки при застосуванні мелфалану (4 мг/кг), ентеросорбенту С2 та препаратів Г-КСФ. 

Примітки. Достовірність відносно: * - інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували мелфалан; # - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували сорбент С2; ɣ1 - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували р-ГКСФ; ɣ2 - відносно тварин, які окрім мелфалану отримували філграстим.
Активність СОД та каталази були вищими на 41,5 % та 23,0 % відповідно у групі L–PAM4+C2+філграстим у порівнянні з групою L–PAM4+C2.

Збільшення стабільної швидкості процесів вільнорадикального окиснення – універсальний механізм розвитку багатьох патологічних процесів [109]. 

Також відомо, що у щурів під впливом іонізуючого випромінювання змінюються високомолекулярні компоненти клітин, з якими асоційовані такі ферменти, як каталаза, що призводить до їх інактивації. Зростання вмісту продуктів ПОЛ також викликає інактивацію ферментів ендогенного антиоксидантного захисту [110]. Враховуючи те, що мелфалан – за своєю дією є найближчим радіоміметиком, ми вважаємо, що зміни з боку ланки показників антиоксидантного захисту мають ті ж самі механізми розвитку. 

Ферменти антиоксидантного захисту супероксиддисмутаза, каталаза, пероксидаза діють як сильні радіопротектори, беручи до уваги їх роль як скавенджерів вільних радикалів та кисневих метаболітів. Відомо, що іонізуюча радіація розкладає воду з утворенням радикалів гідроксилу, водню, супреоксиданіону, електронів, перекису водню, а також до розкладання макромолекул з утворенням органічних радикалів, що призводить до незворотних змін у клітині. Відповідно СОД та каталаза – перша лінія захисту ДНК, мембран, білків, клітинного метаболізму [111], тому відновлення та навіть активація цих ланок ендогенного захисту надзвичайно важлива. 

Таким чином, мелфалан у дозі 4 мг/ кг, окрім вираженої лейкопенії (число лейкоцитів знижується на 75,6 %), викликає й падіння числа тромбоцитів на 59,9 % (у дозі 3 мг/кг зниження рівня тромбоцитів спостерігалось на 18,6 %), спостерігається розвиток оксидативного стресу, про свідчить зростання вмісту первинних та вторинних продуктів переокиснення ліпідів мембран з одночасним зниженням активності та рівня показників ендогенного антиоксидантного захисту, також зростав рівень ендогенної інтоксикації на фоні порушення функції нирок (зростав рівень сечовини та креатиніну).

Філграстим та р-ГКСФ сприяли відновленню числа лейкоцитів, однак не мав впливу на інші ростки гемопоезу. Також спостерігалось зниження інтенсивності ендогенної інтоксикації. Щодо показників прооксидантно-антиоксисдантної рівноваги, то спостерігалось поліпшення лише деяких з них у гомогенатах печінки (активності супероксиддисмутази, рівня ТБК-активних продуктів та відновленого глутатіону).

Ентеросорбент С2 також сприяв підвищенню рівня лейкоцитів, також спостерігалась тенденція до підвищення числа тромбоцитів у периферичній крові. Також спостерігалось зниження показників ендогенної інтоксикації (молекул середньої маси), водночас нормалізувався рівень сечовини. Завдяки відомим дистантним ефектам, притаманним сорбційній ентеральній детоксикації, спостерігався вірогідний позитивний вплив на показники надмірного перекисного окиснення ліпідів та посилення мобілізація і посилення ферментативної і неферментативної ланок антиоксидантного захисту. 

Однак максимальні позитивні зрушення спостерігались лише при поєднаному застосуванні комбінації ентеросорбента С2 з препаратом гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору – філграстимом. Зростання рівня лейкоцитів було значно вищим, ніж при монозастосуванні кожного лікарського середника окремо: на 138,3 % у порівнянні з контрольною патологією (тваринами, які отримували мелфалан), та на 65,8 % та 51,7 % вищим, ніж при використанні ентеросорбента або філграстиму відповідно у якості коригуючого впливу. Також відмічено зростання числа тромбоцитів майже у 2 рази порівняно з контрольною патологією, та на 126,4 % порівняно із застосуванням самого філграстиму. 

На фоні комбінованого застосування Г-КСФ (філграстим, філграстім) та вуглецевого гранульованого ентеросорбента С2 відбувалась нормалізація показників функціонування печінки, а показники рівня продуктів переокиснення мембранних ліпідів та активності антиоксидантного захисту клітин були достовірно кращими, ніж їх монозастосування. 

При гістологічному дослідженні тканини печінки тварин, котрі отримували мелфалан в дозі 4 мг/кг (рис. 5.5), встановлено, що структура печінкової часточки була збереженою частково. Центральні вени добре візуалізувались, розширювались та містили велику кількість еритроцитів. Синусоїди візуалізувались центролобулярно, містили значну кількість еритроцитів. Балкова організація гепатоцитів була збереженою частково. 
Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів мала однорідну структуру. 
Переважна більшість гепатоцитів містили ядра. В окремих клітинах на фоні деструктивних змін цитоплазми ядра були із ознаками каріопікнозу та каріолізису, що свідчить про наявність дистрофічно-некротичних проявів. Портальні тракти розширювались в основному за рахунок незначного розширення та повнокров’я судинта незначного розширення жовчних протоків. Жовчні пігменти у їх просвітах були відсутніми. Периваскулярний набряк не спостерігався. Лімфо-гістіоцитарна інфільтрація була помірною.
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	Рис. 5.5. Структура печінки дослідної тварини з групи L-PAM4. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.6. Структура печінки дослідної тварини з групи L-PAM4+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 5.7. Структура печінки дослідної тварини з групи L-PAM4+р-ГКСФ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.8. Структура печінки дослідної тварини з групи L-PAM4+філграстим. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


У тварин, які в якості коригуючого чинника отримували курс ентеросорбції з С2 (рис. 5.6), при гістологічному дослідженні тканини печінки тварин дослідної групи, виявлено, що структура печінкової часточки значно покращувалась, хоча і була збереженою частково.

Центральні вени добре візуалізувались, були незначно розширеними та містили незначну кількість еритроцитів. Синусоїди контурувались добре лише в центролобулярних зонах, містили поодинокі еритроцити та макрофаги. Балкова організація гепатоцитів була збереженою переважно в центролобулярних зонах в усіх досліджуваних групах тварин. 

Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів була дрібнозернистою, місцями просвітленою. Переважна більшість гепатоцитів містили ядра. В периваскулярних просторах виявлялись поодинокі лімфо-гістіоцити.

При гістологічному дослідженні тканини печінки тварин, які отримували 
р-ГКСФ (рис. 5.7) та філграстим (рис. 5.8) встановлено, що у обох випадках структура печінкової часточки була збереженою частково. 

При застосуванні філграстиму центральні вени добре візуалізувались, дещо розширювались, містили незначну кількість еритроцитів. Синусоїди контурувались добре лише в окремих полях зору, містили поодинокі еритроцити та макрофаги. Балкова організація гепатоцитів була збереженою переважно в центролобулярних зонах. Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів була дрібнозернистою, місцями просвітленою. Переважна більшість гепатоцитів містили великі гіперхромні ядра. Портальні тракти розширювались в основному за рахунок незначного розширення та повнокров’я судин. Жовчні протоки не візуалізувались, холестазів не спостерігалось. В периваскулярних просторах виявлялись поодинокі лімфо-гістіоцити.

При застосуванні р-ГКСФ (рис. 5.7) у тканині печінки центральні вени добре візуалізувались, дещо розширювались, мали нерівномірне кровонаповнення. Синусоїди контурувались лише в окремих полях зору, містили поодинокі еритроцити та макрофаги. Балкова організація гепатоцитів була збереженою переважно в центролобулярних зонах. Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів була дрібнозернистою, місцями просвітленою. Ядра окремих клітин були зміненими. Мали місце поодинокі внутрішньоклітинні холестази.

Однак максимальне покращення структури печінки спостерігалось при поєднаному застосуванні обох чинників і ентеросорбента С2, і філграстиму (рис. 5.9).
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Рис. 5.9. Структура печінки дослідної тварини з групи L-PAM4 + філграстим + С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

Гістологічно структура печінкової часточки була збереженою. Центральні вени добре візуалізувались, розширювались, містили незначну кількість еритроцитів. Синусоїди контурувались добре по всій величині часточки, містили поодинокі еритроцити та макрофаги. Балкова  організація гепатоцитів була збереженою переважно в центролобулярних зонах. Цитоплазма клітин як центролобулярної зони, середньої третини часточки та перипортальних полів була дрібнозернистою, місцями просвітленою. Контури клітин та міжклітинні зв’язки були збереженими. Переважна більшість гепатоцитів містили гіперхромні ядра. Портальні тракти розширювались в основному за рахунок незначного розширення та повнокров’я судин. Жовчні протоки не візуалізувались, холестазів не спостерігалось. В периваскулярних просторах виявлялись поодинокі лімфогістіоцити.

Структурні компоненти слизової оболонки тонкої кишки на фоні застосування мелфалану в дозі 4 мг/кг (рис. 5.10), зазнавали ряду змін, які проявлялись у збільшенні розмірів залоз за рахунок підвищеної секреторної активності залозистого епітелію. Судини мікроциркуляторного русла подекуди розширювались, окремі спричинювали виражений периваскулярний набряк, що призводило до збільшення розмірів ворсин. 
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	Рис. 5.10. Структура тонкого кишечника дослідної тварини з групи    L-PAM 4. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.11. Структура тонкого кишечника дослідної тварини з групи L-PAM4+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 5.12. Структура тонкого кишечника дослідної тварини з групи    L-PAM4+р-ГКСФ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.13. Структура тонкого кишечника дослідної тварини з групи L-PAM4+філграстим. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


В стромі спостерігалась поява великої кількості лімфо- та гістіоцитів. Поверхневий епітелій зазнавав виражених змін, це проявлялось розвитком переважно дистрофічних змін. Секреторна активність окремих клітин була значною. Судини базальної мембрани візуалізувались помірно, окремі із них розширювались, містили еритроцити. Мав місце слабо виражений периваскулярний набряк. М’язова оболонка зазнавала мінімальних змін. Судини мікроциркуляторного русла подекуди розширювались, окремі спричинювали виражений периваскулярний набряк, що призводило до збільшення розмірів ворсин. В стромі мала місце велика кількість лімфо- та гістіоцитів. Поверхневий епітелій зазнавав виражених змін, це проявлялось наявністю переважно дистрофічних змін цитоплазми та зміни розташування ядер. Секреторна активність окремих клітин була помірною. Судини базальної мембрани візуалізувались помірно, окремі із них залишались розширеними, містили еритроцити. Мав місце слабовиражений периваскулярний набряк. М’язова оболонка зазнавала мінімальних змін. Зміни при введені обох препаратів Г-КСФ були практично ідентичні (рис. 5.12 та 5.13). 


У групі тварин, які отримували і сорбент С2 і філграстим, слизова оболонка тонкої кишки відновлювала свою структурну організацію.

Залози залишалися збільшеними за рахунок збільшення розмірів окремих епітеліоцитів, просвіти їх мало візуалізувались. Судини мікроциркуляторного русла подекуди розширювались, мав місце слабо виражений периваскулярний набряк, який дещо збільшував розміри ворсин. В стромі спостерігалась невелика  кількість лімфо- та гістіоцитів. Поверхневий епітелій змінювався мало. Проте в цитоплазмі клітин спостерігалась велика кількість вакуолі. Ядра епітеліоцитів розташовувались на базальній мембрані, були збереженими у всіх клітин. Судини базальної мембрани візуалізувались помірно, окремі із них залишались розширеними, мали нерівномірне кровонаповнення. М’язова оболонка зазнавала мінімальних змін (рис. 5.14).
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Рис. 5.14. Структура тонкого кишечника тварини з групи 
L-PAM4+філграстим+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

При застосуванні мелфалану в дозі 4 мг/кг гістологічно капсула селезінки представлена сполучнотканинними волокнами (рис. 5.15). Лімфатичні фолікули білої пульпи зменшені у розмірах, мають нечіткі форми. Центральні їх відділи містять велику кількість лімфобластів, навколо яких скупчення лімфоцитів. Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами, серед яких виявляються поодинокі лейкоцити та лімфоцити, та велика кількість гемосидерину. Синуси помірно розширені, кровонаповненні.

При корекції ентеросорбентом С2 (рис. 5.16), ми спостерігаємо появу дещо збільшених у розмірах лімфатичних фолікулів білої пульпи у порівнянні із попередньою групою досліджень, проте їх контури не чіткі. Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами, серед яких спостерігається збільшення кількості  лейкоцитів та лімфоцитів, має місце велика кількість гемосидерину. Спостерігається незначний периваскулярний набряк. При застосуванні філграстиму та р-ГКСФ (див. рис. 5.17 та рис. 5.18) спостерігається гіперплазія лімфатичних фолікулів, проте розміри їх є невеликими. 

	Структура селезінки піддослідних тварин
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	Рис. 5.15. Структура селезінки дослідної тварини з групи L-PAM 4. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.16. Структура селезінки дослідної тварини з групи L-PAM4+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 5.17. Структура селезінки дослідної тварини з групи L-PAM4+
р-ГКСФ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.18. Структура селезінки дослідної тварини з групи L-PAM4+філграстим. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


Кількість лімфобластів і зрілих форм клітин не змінювалась, у порівнянні із першою групою. Червона пульпа представлена ретикулярними клітинами, серед яких виявляються поодинокі лейкоцити та лімфоцити, та велика кількість гемосидерину. Синуси розширені, кровонаповнення їх незначне.
При застосуванні поєднання ентеросорбції з Г-КСФ (рис. 5.19) капсула селезінки не змінювалась. Кількість лімфатичних фолікулів різко збільшувалась, виповнюючи переважну більшість червоної пульпи. Синуси були помірно розширеними. Кількість червоної пульпи зменшувалась, скупчення гемосидерину залишалось значним. Кровонаповнення судин незначне.
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Рис. 5.19. Структура селезінки тварини з групи 
L-PAM4+філграстим+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

При гістологічному дослідженні структурних компонентів нирки дослідних тварин за умов введення мелфалану в дозі 4 мг/кг (рис. 5.20, рис. 5.21), виявлено венозно-капілярне повнокрів’я судин як кіркової так і мозкової речовини. Мають місце множинні еритростази. Стінки ниркових артерій візуалізуються слабо. Поряд із тим спостерігається виражений набряк інтерстицію. Будова клубочків збережена. Судини переважної більшості клубочків зморщені, капсули їх розширені. В частини клубочків групи капілярних петель із помірним кровонаповненням.

Епітелій ниркових канальців дослідних тварин за умов введення мелфалану в дозі 4 мг/кг (рис. 5.21), збережений, структура його однорідна, в окремих епітеліоцитах спостерігаються ознаки білкової гіаліново-крапельної дистрофії. Просвіти канальців вільні від клітинних елементів та ексудату. 

	Структура нирок піддослідних тварин
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	Рис. 5.20. Структура кіркового шару нирки тварини з групи L-PAM4. 

Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.21. Структура мозкового шару нирки тварини з групи L-PAM4. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 5.22. Структура кіркового шару нирки дослідної тварини з групи L-PAM4+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.23. Структура мозкового шару нирки дослідної тварини з групи L-PAM4+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


За умов ентеральної сорбційної терапії (рис. 5.22 та рис. 5.23) виявлено венозно-капілярне повнокрів’я судин переважно мозкової речовини. Мають місце множинні еритростази. Стінки ниркових артерій  візуалізуються слабо, проте набряк інтерстицію незначний. Будова клубочків збережена. Судини переважної більшості клібочків добре візуалізуються. Епітелій ниркових канальців збережений, структура його однорідна.Просвіти канальців вільні від клітинних елементів та ексудату, окремі із них дещо розширені.При гістологічному дослідженні структурних компонентів нирки дослідних тварин за умов монозастосування філграстиму та р-ГКСФ (рис. 5.24-5.267) позитивних змін порівняно з групою L-PAM4 не спостерігалось. Виявлено венозно-капілярне повнокрівя судин як кіркової, так і мозкової речовини, множинні еритростази, переважно у кірковій речовині. Виражений набряк інтерстицію ниркових артерій. Будова клубочків збережена. Судини переважної більшості клубочків зморщені, капсули їх дещо розширені. 
	Структура нирок піддослідних тварин
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	Рис. 5.24. Структура кіркового шару нирки дослідної тварини з групи 
L-PAM4+р-ГКСФ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.25. Структура мозкового шару нирки дослідної тварини з групи 
L-PAM4+р-ГКСФ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 5.26. Структура кіркового шару нирки дослідної тварини з групи 
L-PAM4+філграстим. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.27. Структура мозкового шару нирки дослідної тварини з групи   
L-PAM4+філграстим. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


В частини клубочків групи капілярних петель із помірним кровонаповненням. Епітелій ниркових канальців збережений, структура його однорідна, в окремих епітеліоцитах спостерігаються ознаки білкової гіаліново-крапельної дистрофії. Просвіти канальців дещо звужені, їх просвіти візуалізуються слабо, або виповнені однорідним рожевим вмістом. Вільні від вмісту канальці – розширені.

Лише при поєднанні обох коригуючих чинників і Г-КСФ, і курсу ентеральної сорбційної терапії з використанням ентеросорбенту С2, ми спостерігаємо вираженне покращення гістологічної структури ниркової тканини  дослідних тварин (рис. 5.28, рис. 5.29). 
	Структура нирок піддослідних тварин
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	Рис. 5.28. Структура кіркового шару нирки дослідної тварини з групи 
L-PAM4+філграстим+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.29. Структура мозкового шару нирки дослідної тварини з групи 
L-PAM4+філграстим+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


Виявлено незначне венозно-капілярне повнокрівя судин, точкові еритростази, переважно у кірковій речовині. Поряд із тим спостерігається незначний набряк інтерстицію стінки ниркових артерій. Будова клубочків збережена. Судини переважної більшості клубочків звичайної форми, виповнюють усю величину капсули, просвіти капсул не візуалізуються. 

Кровонаповнення судин клібочків рівномірне. Епітелій ниркових канальців збережений, структура його однорідна, Просвіти окремих канальців дещо звужені, або виповнені однорідним рожевим вмістом. Вільні від вмісту канальці – розширені. Дистрофічні зміни в клітинах відсутні.

При застосуванні мелфалану (рис. 5.30), спостерігається зниження клітинності сім’яників, в стромі спостерігається нерівномірне кровонаповнення судин. 
	Структура сім’яників піддослідних тварин
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	Рис. 5.30. Структура сім’яників дослідної тварини з групи L-PAM 4. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.31. Структура сім’яників дослідної тварини з групи 
L-PAM4+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
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	Рис. 5.32. Структура сім’яників дослідної тварини з групи 
L-PAM4+р-ГКСФ. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.
	Рис. 5.33. Структура сім’яників дослідної тварини з групи 
L-PAM4+філграстим. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.


В канальцях переважаючими є сперматоцити 1-го та 2-го порядку, які локалізуються в основному біля базальних мембран. В окремих канальцях відсутня остання форма їх дозрівання – сперматозоїди.

При застосуванні ентеросорбента С2 (рис. 5.31) у просвіті  практично усіх канальців спостерігаються сперматиди та сперматозоїди.

При застосуванні препаратів Г-КСФ (рис. 5.31, рис. 5.32) кількість клітин дещо більша у порівнянні з групою L-PAM4. Однак кровонаповнення судин строми спостерігається нерівномірне. В канальцях переважають сперматоцити 1-го та 2-го порядку, які локалізуються в основному біля базальних мембран. В окремих канальцях відсутня остання форма їх дозрівання – сперматозоїди. При застосуванні обох коригуючих чинників разом спостерігається максимальне покращення, у просвіті практично усіх канальців спостерігаються присутність зрілих форм клітин (рис. 5.34). 
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Рис. 5.34. Структура сім’яників тварини з групи 
L-PAM4+філграстим+С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 100.

5.2. Дослідження процесів апоптозу та некрозу лімфоцитів та нейтрофілів при застосуванні мелфалану
Щоб оцінити явища апоптозу та некрозу у суспензіях лімфоцитів та нейтрофілів, ми використали метод, який базується на подвійному флюоресцентному фарбуванні клітин анексином V-FITC та йодидом пропідію (PI). Анексин V специфічно та з високою афінністю зв’язується з фосфатидилсерином, який з’являється на поверхні лише тих клітин, які знаходяться у стані апоптозу або некрозу. Апоптотичні клітини забарвлюються лише анексином V, оскільки ще збережена цілісність мембран на ранніх стадіях апоптозу, а некротичні забарвлюються обома реагентами. 

Як показують дані таблиці 5.6, на 8 добу після одноразового довенного введення цитотоксичного препарату мелфалан у дозі 4 мг/кг, кількість ранніх апоптотичних клітин у досліджуваній суспензії  лімфоцитів зросла у 27,5 разів та складала практично третину. Кількість некротичних клітин зросла майже у 9 разів. 

Таблиця 5.6. 

Процеси апоптозу раннього та пізнього (некроз клітин) у суспензії лімфоцитів на 8 добу після ін’єкції мелфалану у дозі 4 мг/кг,  % , M ± m.

	
	Контроль
	L-PAM 
	L-PAM + С2
	L-PAM + філграстим
	L-PAM + С2 + філграстим

	% ранніх апоптотичних клітин 
	1,16±0,07
	31,88
±
4,67*
	31,22
±
2,52*
	32,33

±
4,24*
	35,30

±
2,31*

	% умовно некротичних (пізніх апоптотичних) клітин 
	0,74±0,09
	6,61

± 

0,91*
	6,04

 ± 

1,46**
	5,58

 ± 

1,31**
	5,75 

± 

1,51**


Примітки. * - р <0,001 порівняно з групою контролю; ** - р < 0,01 порівняно з групою контролю.

Щодо нейтрофілів спостерігається така ж тенденція: на 8-у добу після введення цитостатика, відсоток клітин, які знаходяться в стадії раннього апоптозу зросла у 26 разів, у стадії пізнього апоптозу – у 4,2 рази (таблиця 5.7). 

Таблиця 5.7.

Процеси пізнього та раннього апоптозу у суспензії нейтрофілів на 8 добу після ін’єкції мелфалану у дозі 4 мг/кг, % , M ± m.

	
	Контроль
	L-PAM 
	L-PAM + С2
	L-PAM + філграстим
	L-PAM + С2 + філграстим

	% ранніх апоптотичних клітин 
	1,30±0,09
	33,9±1,66*
	35,17±2,37*
	31,72±0,93*
	32,38±0,74*

	% умовно некротичних (пізніх апоптотичних) клітин 
	0,78±0,08
	4,16±0,75*
	4,02±0,64**
	3,93±0,33*
	3,43±0,22*


Примітки. * - р <0,001 порівняно з групою контролю.

Як і у першому випадку, застосування сорбційної ентеральної терапії та філграстиму, окремо і у комбінації, не викликало достовірних змін досліджуваних показників. 

У суспензії лімфоцитів, та в суспензії нейтрофілів, спостерігається тенденція до зменшення відсотка клітин, які знаходяться на різних стадіях апоптозу, особливо яскраво вона прослідковується у групах тварин, які отримували препарати корекції у комбінації. 

Таким чином, комбінація ентеросорбента С2 з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Г-КСФ), філграстимом чи рекомбінантним Г-КСФ (р-ГКСФ) є більш ефективною, ніж їх монозастосування для корекції мієлодепресії та тромбоцитопенії, спричиненої довенним введенням мелфалану у дозі 4 мг/кг; має більш суттєвий нефропротекторний ефект, що проявлялося зниженням рівня креатиніну на 
15-16 % порівняно з препаратами Г-КСФ. 

Прояви оксидативного стресу послаблюються більш суттєво при комбінації обох чинників:  рівень ГПЛ та ТБП печінки були на приблизно на третину нижчі 30,6 % та 31,1 % відповідно, ТБП крові – на 48,1 %; активність СОД та каталази печінки зростала на 79,0 % і 41,2 % відповідно, рівень G-SH та ЦП – на 34,9 % та 24,5 % порівняно із філграстимом. Активність СОД та каталази були вищими на 41,5 % та 23,0 % відповідно у порівнянні із монозатосуваняям сорбента С2. Покращення мікроскопічної структури досліджуваних органів – тонкої кишки, печінки, нирок, селезінки та яєчок (спостерігається виражений гонадопротективний ефект), також було максимальним при застосуванні комбінації ентеральної сорбційної терапії та препаратів Г-КСФ.  

При цьому вітчизняна версія р-КСФГ за своєю ефективністю не поступається офіцинальному препарату філграстим. Комбінація рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору з ентеросорбентом С2 покращує мієлопротекторну та системну дію більш суттєво у порівнянні з дією кожного з агентів окремо. Такі ж ефекти ми спостерігаємо щодо структури досліджуваних органів – печінки, селезінки, яєчок, тонкої кишки та нирок.
Таким чином, комбіноване введення ентеросорбента С2 у поєднанні з гранулоцитарним колонієстимулюючим фактором (філграстимом) для корекції поліпатичних проявів, які виникають при введенні алкілуючого цитостатика мелфалану та цитостатичної мієлодепресії, яка розвивається, має ряд суттєвих та вірогідних переваг у порівнянні із монозастосуванням кожного середника.
Отримані нами результати досліджень оприлюднені у наступних публікаціях  [283, 286–288, 292–305].

РОЗДІЛ 6

ВИВЧЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ КОМБІНОВАНОГО ЗАСТОСУВАННЯ РЕКОМБІНАНТНОГО ГРАНУЛОЦИТАРНОГО КОЛОНІЄСТИМУЛЮЮЧОГО ФАКТОРУ ТА ЕНТЕРОСОРБЕНТА С2 ПРИ ЗАСТОСУВАННІ  МЕЛФАЛАНУ У ДОЗІ 5,5 МГ/КГ

У групі тварин, які отримували мелфалан у дозі 3 мг/кг усі піддослідні тварини вижили. При підвищенні дози протипухлинного ЛЗ до 4 мг/кг, з 
11 тварин 1 щур загинув, що склало 9,0 %. Наступним етапом наших досліджень стало вивчення можливостей поєднаного застосування ентеросорбента С2 та р-ГКСФ, синтезованого ІЕПОР НАНУ, при застосуванні високих доз мелфалану 5,5 мг/кг (рис. 6.1).
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Рис. 6.1. Летальність піддослідних тварин при застосуванні мелфалану у різних дозах – 3 мг/кг, 4 мг/кг та 5,5 мг/кг. 

Отже, застосування лише гранулоцитарного колонієстимулючого фактору на фоні високих доз алкілуючого цитостатика мелфалану не запобігає загибелі піддослідних тварин. 

У тварин, котрі вижили у групі L–PAM5,5 середнє число лейкоцитів склало 0,85×109/л, тромбоцитів – 60,0×109/л, еритроцитів 5,72×1012/л, а гемоглобіну – 106,0 г/л. 

Застосування р-ГКСФ хоча і не запобігало загибелі тварин, однак сприяло зростанню усіх гематологічних показників (табл. 6.1).  

Таблиця 6.1. 

Деякі гематологічні показники за умов застосування мелфалану в дозі 5,5 мг/кг та при корекції р-ГКСФ та ентеросорбентом С2, M±m.
	Групи

Показники 
	Контрольна група,
(n=25)
	L–PAM5,5,
(n=2)
	L–PAM5,5 + р-ГКСФ,
(n=2)
	L–PAM5,5+

р-ГКСФ+С2,
(n=7)

	Лейкоцити, 

×109/л
	5,24±0,29
	0,85±0,05
	2,35±
0,25
	2,78±
0,51

	Еритроцити, ×1012/л
	7,34±0,12
	5,72±
0,57
	6,68±
0,16
	6,72±
0,27

	Гемоглобін, г/л
	134,32±1,69
	106,0±15,0
	121,0±2,0
	123,28±4,32

	Тромбоцити, ×109/л
	634,84±22,97
	60,0±30,0
	155,50±82,50
	239,71±30,78


Комбінація р-ГКСФ та ентеросорбента С2 була більш ефективною та сприяла збереженню життя усіх тварин у групі (рис. 6.2). 
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Рис. 6.2. Летальність тварин при застосуванні мелфалану в дозі 5,5 мг/кг та корекції р-ГКСФ і ентеросорбентом С2.

Так, у тварин, які отримували мелфалан в дозі 5,5 мг/кг, летальність склала 71,4%. Коли ж тварини на тлі введення мелфалану отримували р-ГКСФ, то, незважаючи на покращення показників гемограми, летальність залишалася на тому ж рівні. Проведення ентеральної сорбційної терапії з ентеросорбентом С2 сприяло зменшенню цього  показника до 57,1 %. Лише комбінація обох засобів корекції повністю попереджувала загибель піддосілідних тварин. 
Отже, застосування р-ГКСФ значно покращує гематологічні показники піддослідних тварин на фоні застосування високих доз мелфалану, однак при цьому не запобігає загибелі тварин. Враховуючи зміни гістологічної структури тонкого кишечника, при застосуванні мелфалану в дозі 3 та 4 мг/кг на попередніх етапах досліджень, найімовірнішою причиною загибелі є ураження кишечника тварин та його дисфункція. При поєднаному застосуванні р-ГКСФ та ентеросорбента С2 усі піддослідні тварини виживають, що можна пояснити позитивним впливом сорбційної ентеральнї детоксикації та як місцевими (локальними) проявами та, також, і дистантними терапевтичними ефектами ентеросорбції. 

Таким чином, комбінація рекомбінантного препарату гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору з ентеросорбентом С2 суттєво покращує мієлопротекторну та системну дію у порівнянні з дією кожного з агентів окремо та запобігає летальності експериментальних тварин при передозуванні L-PAM.
Отримані нами результати досліджень оприлюднені у наступних публікаціях [215, 306, 307].
Розділ 7

Дослідження дії препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору та ентеросорбента С2 на моделі цитотоксичної мієЛодепресії 

у щурів з перевивною карциномою Герена 

Метою цієї частини дослідження було вивчення мієлопротекторної дії та впливу на розвиток пухлинного процесу моно- та комбінованого застосування препаратів Г-КСФ і ентеросорбента С2 на моделі цитотоксичної мієлодепресії у тварин з перевивною карциномою Герена за умови введення мелфалану в дозі 5,5 мг/кг. 

Як показано у таблиці 7.1, через 17 діб після перещеплення  пухлини в I групі всі 7 тварин залишалися живими, в II групі залишилося 3 із 7 (летальність склала 57,1 %), в III  групі – вижило 6 із 7, в  IV групі – 5 із 7 (летальність – 28,6 %), в V та VI групах – вижило по 6 щурів із 7 (летальність склала 14,3 %).

Таблиця 7.1.

Летальність тварин у І-VI групах при застосування мелфалану, препаратів 
Г-КСФ та ентеросорбції.

	Група
	Кількість загиблих тварин / кількість тварин у групі 

	І. Пухлинний контроль
	0/7

	ІІ. L-PAM (мелфалан)
	4/7

	ІІІ.  L-PAM  + Філграстим
	1/7

	ІV. L-PAM + С2
	2/7

	V. L-PAM + Філграстим + С2
	1/7

	VI. L-PAM + р-КСФГ + С2
	1/7


Результати досліджень показали, що одноразове внутрішньовенне введення  L-PAM у дозі  5,5 мг/кг маси  призводить до вираженого зниження рівня лейкоцитів у крові (табл. 7.2). Їх число падало на 95,7%, що власне і пояснює таку високу летальність тварин у цій групі. 

Таблиця 7.2. 

Показники периферичної крові у щурів з карциномою Герена та при застосуванні препаратів мелфалану, Г-КСФ та ентеросорбента С2.

	Показники

Група
	Загальна кількість лейкоцитів, ×109/л
	% лімфоцитів
	% моноцитів
	% гранулоцитів

	І. Пухлинний контроль (n=7)
	13,9±1,9
	75,6±1,7
	8,3±1,1
	16,1±1,4

	ІІ. L-PAM5.5,                                 (n=3)
	0,6±0,1 *
	95,8±5,1*
	0
	4,2±4,0 *

	ІІІ. L-PAM5.5 + філграстим, (n=6)
	1,4±0,2 *,**
	93,5±3,2
	0
	6,5±3,2 *

	IV. L-PAM5.5 + C2, (n=5)
	0,9±0,05 *
	95,4±3,4
	0
	4,6±3,4 *

	V. L-PAM5.5 + філграстим + C2, (n=6)
	1,7±0,2 *,**
	85,1±3,2
	0
	14,9±3,2 **

	VI. L-PAM5.5 + 
р-КСФГ + C2,  
(n=6)
	1,6±0,3 *,**
	86,5±2,0
	1,0±0,7
	12,5±2,0 **


Примітки: * - р<0,05 у порівнянні з контролем (І група), ** - р<0,05 у порівнянні з групою L-PAM5.5 (IІ група).

При цьому, відсоток гранулоцитів також достовірно знижувався на 73,9%, а моноцити взагалі були відсутні. Водночас ми спостерігали зростання рівня лімфоцитів у групі тварин, які отримували L-PAM, відносно пухлинного контролю при підрахунку відсоткових значень різних класів клітин, що пояснюється порушенням співвідношення клітинності та вкрай низьким числом лейкоцитів у периферичній крові. Достовірних змін при застосування чинників корекції чи як моно- чи у комбінації не було. 

Застосування філграстиму збільшувало загальну кількість лейкоцитів в 2,3 раза порівняно з щурами, які отримували тільки мелфалан. Ентеральна сорбційна терапія також сприяла зростанню кількості лейкоцитів у 1,5 раза (на 50,0%) порівняно з групою тварин, які отримували лише цитостатик. Щодо числа гранулоцитів, то введення філграстиму окремо та ентеросорбента С2 окремо не мало достовірного впливу на цей показник. 

Застосування комбінації препаратів Г-КСФ та ентеросорбції сприяло зростанню вмісту лейкоцитів у периферичній крові, однак не набагато перевершувало монозастосування філграстиму у абсолютних цифрах та не мало переваг над ним. Так у групі L-PAM 5.5+ філграстим + С2 вміст лейкоцитів був вищим у 2,8 раза (на 183,3%), а у групі тварин, які отримували комбінацію з 
р-ГКСФ у 2,7 раза (на 166,7 %).

Більш суттєві результати були отримані відносно рівня гранулоцитів, так комбінація обох факторів корекції призводила майже до нормалізації рівня цього показника порівняно з пухлинним контролем. У групі (L-PAM5.5 + філграстим + С2) рівень гранулоцитів зростав на 254,8% (у 3,6 раза), а при застосуванні розробки аналога КСФ на 197,6% (у майже 3 рази) у порівнянні з групою тварин, які не отримували препаратів корекції на тлі застосування мелфалану. 

Мелфалан також призводив до вираженого (у 6,6 разів) зниження кількості тромбоцитів у периферійній крові (табл. 7.3). На майже такому ж низькому рівні цей показник залишався і при монозастосуванні філграстиму та сорбента С2. Однак, як і у випадку з рівнем гранулоцитів, у тварин, яким вводили комбінацію чинників кількість тромбоцитів мала чітку тенденцію до зростання.

Таблиця 7.3. 

Кількість еритроцитів, тромбоцитів та рівень гемоглобіну у периферичній крові при застосуванні препаратів мелфалану, р-ГКСФ та філграстиму та ентеросорбента С2.
	Показники

Група
	Загальна кількість еритроцитів, ×1012/л
	Загальна кількість тромбоцитів, ×109/л
	Рівень гемоглобіну, г/л

	І. Пухлинний контроль (n=7)
	7,73±0,51
	325,6±35,9  **
	152,0±8,0

	ІІ. L-PAM5.5, 

(n=3)
	8,70±2,65
	49,0±11,9 *
	130,0±30,0

	ІІІ. L-PAM5.5 + філграстим, (n=6)
	10,57±1,19
	74,0±9,5 *
	211,0±25,0

	IV. L-PAM5.5 + C2, (n=5)
	8,06±0,68
	60,0±8,6 *
	153,0±15,0

	V. L-PAM5.5 + філграстим + C2, (n=6)
	10,21±1,00
	205,6±86,2  **
	188,0±18,0

	VI. L-PAM5.5 + 
р-КСФГ + C2,  
(n=6)
	7,91±0,81
	146,0±36,8 *, **
	146,0±17,0


Примітки: * - р<0,05 у порівнянні з контролем (І група), ** - р<0,05 у порівнянні з групою L-PAM5.5 (IІ група).

Так при комбінації офіцинального препарату КСФ з ентеросорбцією вміст тромбоцитів зростав у 4,2 рази (на 319,6 %), а при застосуванні комбінації з розробкою аналогом – у майже 3 рази (на 198,0 %) у порівнянні з групою 
L-PAM5.5. 

Вміст еритроцитів у периферійній крові, і рівень гемоглобіну у тварин всіх піддослідних груп були практично однаковими і не змінювалися. 

Як вже зазначалось вище, вагомою частиною досліджень було вивчення впливу цих чинників на динаміку росту пухлини. Результати оцінки росту карциноми Герена за умов введення мелфалану та препаратів КСФ і ентеросорбції представлені в Таблиці 6.4. Так через 3 доби після введення цитостатика та на 13-у добу після перевивання карциноми у групах, які отримували окрім мелфалану чинники корекції, уже спостерігалося достовірне гальмування пухлинного росту (p<0,05): в II, III та VI групах – на 24,6 %, в IV та V – на  25,9 %.

Через 17 діб після перещеплення пухлини, при цьому визначали її об’єм і у загиблих тварин, показники гальмування росту злоякісної карциноми Герена були наступними: в II групі – на 41,6 %, в III – на  43,4 %, в IV – на  46,0 %, в 
V та VI групах – на 46,9 %.

Таблиця 7.4. 

Динаміка росту карциноми Герена у досліджуваних групах (за об’ємом, см3, n=7) при застосуванні препаратів мелфалану, р-ГКСФ та філграстиму та ентеросорбента С2.
	Група
	Кількість діб після перещеплення пухлини

	
	7 діб
	10 діб
	13 діб
	17 діб

	І. Пухлинний контроль 
	0,9±0,1
	3,7±0,2
	7,7±0,2
	11,3±0,2

	ІІ. L-PAM5.5
	0,9±0,1
	3,8±0,3
	5,8±0,2 *
	6,6±0,2 *

	ІІІ. L-PAM5.5 + філграстим
	0,8±0,2
	3,7±0,2
	5,8±0,3 *
	6,4±0,3 *

	IV. L-PAM5.5 + C2
	1,0±0,1
	3,5±0,2
	5,7±0,3 *
	6,1±0,2 *

	V. L-PAM + філграстим + C2
	1,0±0,1
	3,8±0,3
	5,7±0,3 *
	6,0±0,4 *

	VI. L-PAM + р-КСФГ + C2
	1,0±0,1
	3,7±0,4
	5,8±0,2 *
	6,0±0,3 *


Примітка: * - р<0,05 у порівнянні з пухлинним контролем (І група).
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Рис. 7.1. Динаміка росту карциноми Герена у досліджуваних групах щурів при застосуванні препаратів мелфалану, р-ГКСФ та філграстиму та ентеросорбента С2.

Також було досліджено особливості відновлення кровотворення у кістковому мозку за дії гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (препарати філграстим та р-ГКСФ) в поєднанні з сорбційною терапією у щурів з карциномою Герена при мієлосупресії, що була викликана протипухлинним препаратом мелфалан. Дослідження проводили на 17-у добу після перещеплення пухлини. 
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Рис. 7.2. Реактивні зміни в кістковому мозку щурів з КГ на 17 добу після перещеплення пухлини (фарбування за Паппенгеймом, збільшення: А - × 200, Б-Г ×1000).

У тварин пухлиноносіїв (група І) кістковий мозок багатоклітинний, превалюють клітини гранулоцитарного ряду кровотворення (рис. 7.2). При цьому, на відміну від нормального кровотворення,  в кістковому мозку значно знижена кількість зрілих клітин – паличко-  та сегментоядерних нейтрофілів, що обумовлено їх прискореним виходом в периферичне кровоносне русло. Більшість клітин – це молоді диференціюючі гранулоцити (промієлоцити, мієлоцити, та метамієлоцити). Кількість клітин еритроїдного ряду знижена. Присутні в великій кількості плазматичні та ретикулярні клітини, мегакаріоцити.

[image: image98.jpg]



Рис. 7.3. Гіпоплазія кісткового мозку у щурів з карциномою Герена на фоні застосування мелфалану в дозі 5,5 мг/кг (фарбування за Паппенгеймом, збільшення: А - × 200, Б-Г ×1000).

Після введення мелфалану (група ІІ) в кістковому мозку щурів-пухлиноносіїв виявлені гіпо- та апластичні зміни, з вкрай низькою клітинністю та жировими включеннями (Рис. 7.3). В мазках-відбитках кісткового мозку відмічено ділянки зруйнованих клітин. Клітини гранулоцитарного ряду поодинокі з ознаками деструктивних змін: вакуолізація, каріорексис, каріолізис, цитоліз. Зустрічались гіпербазофільні мононуклеари, плазматичні  клітини, острівці плазматичних та ретикулярних клітин. Клітини еритроїдного ряду теж малочисельні, але не мають деструктивних ознак. Мегакаріоцитів в препаратах не  виявлено. Тобто виявлені зміни свідчать, що введена доза мелфалану має виражену мієлосупресивну дію. 
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Рис. 7.4. Острівці кровотворення в кістковому мозку щурів з карциномою Герена при корекції цитостатичній мієлосупресії введенням мелфалану та філграстиму (фарбування за Паппенгеймом збільшення: А-Б × 200, В-Г ×1000).

При застосуванні філграстиму (рис. 7.4) в кістковому мозку на фоні гіпоплазії спостерігається поява острівців кровотворення, які містять як молоді гранулоцитарні елементи (мієлобласти, мієлоцити та промієлоцити), так і зрілі гранулоцити (паличко- та сегментоядерні нейтрофіли та еозинофіли).

В препаратах відносно багато лімфоцитів, плазматичних та ретикулярних клітин, збільшено вміст базофілів. Крім клітин гранулоцитарного ряду, збільшується і вміст клітин еритроїдного ряду.
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Рис. 7.5. Регенераторні процеси в кістковому мозку щурів з карциномою Герена при проведенні сорбційної терапії мієлосупресії, зумовленої введенням мелфалану, група L-PAM5.5 + C2, (фарбування за Паппенгеймом, збільшення: 
А - × 200, Б-Г ×1000). 

При курсовому застосуванні ентеросорбції із адсорбентом С2 відмічено збільшення загальної кількості клітин (див. рис. 7.5). При цьому, в більшій мірі, це стосувалось вмісту плазматичних, ретикулярних клітин та лімфоцитів. Відмічено наявність незначної кількості клітин різного ступеню диференціювання гранулоцитарного ряду і в більшій мірі – еритроїдних клітин.

При аналізі препаратів кісткового мозку тварин, яким окрім мелфалану вводили філграстим та ентеросорбент С2, відмічено більшу ефективність цього  поєднання порівняно з окремим впливом зазначених засобів (рис. 7.6). 
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Рис. 7.6. Регенераторні процеси в кістковому мозку щурів з карциномою Герена при поєднанні філграстиму та ентеросорції для корекції мієлосупресії, що зумовлена введенням мелфалану (фарбування за Паппенгеймом, збільшення: А -× 200, Б-Г ×1000).

Кістковий мозок ще залишається гіпопластичним, але загальна кількість мієлокариоцитів збільшується, частіше зустрічаються острівці гранулоцитарного і еритроїдного кровотворення. Ці островки збільшені за  розміром, гемопоетичні клітини розташуються на підкладках з ретикулярних  та плазматичних клітин, є багато лімфоцитів, часто зустрічаються базофільні гранулоцити.
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Рис. 7.7. Регенераторні процеси в кістковому мозку щурів з карциномою Герена при поєднанні р-ГКСФ та ентеросорбції при мієлосупресії, зумовленій введенням мелфалану (фарбування за Паппенгеймом, збільшення: А -х 200, Б-Г х1000). 

Особливістю відновлювальних процесів в кістковому мозку за поєднаної дії р-ГКСФ та ентеросорбції (група VІ) була значна активація диференціювання клітин гранулоцитарного ряду в бік базофілів, збільшення вмісту лімфоцитів та плазматичних клітин. Вміст клітин нейтрофільного та еритроїдного рядів в кістковому мозку був візуально дещо меншим порівняно із застосуванням офіцинального препарату КСФ (див. рис. 7.7).

В таблиці 7.5. наведені дані клітинного складу мієлограм у щурів експериментальних груп. Проведено порівняльний аналіз між групами тварин, яким проводили корекцію мієлосупрессії у зв’язку з апластичним станом у щурів, які отримували лише мелфалан.

Відновлення гранулоцитарного ряду кровотворення в кістковому мозку більш ефективним було при окремому застосуванні офіцинального препарату філграстиму. Сумарна кількість диференціюючих та зрілих клітин в кістковому мозку складала (33,85±2,78) %, відмічена висока проліферативна активність клітин гранулоцитарного ряду (12,50±0,45) ‰. При поєднанні нейпогену з ентеросорбентом С2 відносна кількість клітин гранулоцитарного ряду менша і складає 19,50±1,90 %, але, враховуючи більшу загальну клітинність кісткового мозку (про що було зазначено вище), можливо припустити, що і абсолютна кількість клітин гранулоцитарного ряду в групах ІІІ і V суттєво не відрізняється. Така реакція кісткового мозку призвела до більш значного (порівняно з іншими групами) збільшення вмісту гранулоцитів в периферичній крові до (14,9±3,2) % (табл. 7.5), що складає 0,25·109/л, при 0,02·109/л після  введення мелфалану та 0,09·109/л окремої дії. При поєднанні філграстиму з ентеросорбцією відсоток клітин гранулоцитарного ряду також був достатньо високим і складав  (24,83±4,31) %, але біля 2/3 з них були базофіли. Відомо, що при введенні 
Г-КСФ в кістковому мозку можливо збільшення вмісту базофілів, але така вираженість реакції,  можливо, вказує на те, що в організмі щурів  після введення філграстиму виникла  алергічна реакція. 

Таблиця 7. 5.

Модифікація мієлосупресивної дії мелфалану у щурів з карциномою Герена при введенні препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору та ентеросорбента С2.
	Показник
	Група

	
	I

щури з карциномою Герена (КГ)
	II

КГ + 

мелфалан
	III

КГ + 

мелфалан + філграстим
	IV

КГ + 

мелфалан 

+ С2
	V

КГ+ 

мелфалан + філграстим + С2
	VI

КГ+ 
мелфалан +

р-ГКСФ + С2

	Гранулоцити незрілі,%
	47,33±2,07
	Аплазія,  поодинокі клітини гранулоцитарного ряду з ознаками деструкції, поодинокі еритроїдні клітини. Збільшена кількість  ретикулярних та плазматичних клітин, макрофагів. Багато клітин у стані розпаду.
	20,35±3,07
	6,00±3,45
	15,50±3,27
	8,83±2,24

	Гранулоцити зрілі,%
	19,50±12,93
	
	13,50±1,94
	6,00±2,76
	4,00±2,09
	16,00±6,55

(2/3 клітин базофіли)

	Клітини гранулоцитарного ряду, %
	66,83±10,69
	
	33,85±2,78
	12,00±6,21
	19,50±1,90
	24,83±4,31

	Клітини еритроїдного ряду, %
	11,33±10,86
	
	16,00±5,36
	12,00±4,48
	25,80±8,60
	11,50±6,03

	Мієло-еритроїдне співвідношення
	5,75±4,30
	
	2,11±0,67
	1,14±0,99
	0,21±015
	3,21±1,44

	Лімфоцити, %
	15,17±0,34
	
	23,50±2,43
	20,67±1,01
	18,00±4,32
	20,83±6,37

	Плазматичні клітини, %
	4,33±0,17
	
	14,00±3,55
	28,67±4,50
	15,00±7,9
	19,67±8,10

	Ретикулярні клітини, %
	2,50±0,17
	
	12, 45±2,34
	26,00±3,45
	23,17±13,49
	23,33±5,00

	Загальний мітотичний індекс,‰
	16,50±9,26
	
	12,50±0,45
	3,25±1,50
	7,50±3,08
	2,50±1,50


Відомо, що Г-КСФ не впливає безпосередньо на стан еритроїдного ряду кровотворення, але в нашому експерименті як при окремої дії нейпогену так і при поєднанні його з ентерособцією кількість еритроцитів в периферичної крові збільшилась практично на 20 % (див. табл. 7.3.). Відносно високим був вміст клітин еритроїдного ряду в кістковому мозку щурів ІІІ і V груп, (16,00±5,36) % та (25,80±8,60) %, відповідно (див. табл. 7.5). Цей ефект ймовірно можливо пояснити міграцією стовбурових клітин в периферичне русло з їх осіданням в місцях більш збереженого мікрооточення.  

Особливістю реакції кровотворної системи щурів з КГ на дію мелфалану в відновлювальний період було значне збільшення вмісту плазматичних клітин. Так, при окремій дії нейпогену вміст плазматичних клітин складав (14,00±3,55) % і залишався практично на такому ж рівні при поєднанні нейпогену з  ентеросорбцією  (15,00±7,9) %.  Найбільш високим вміст плазматичних клітин спостерігався у щурів, яким проводили курсове лікування ентеросорбентом – (28,67±4,50) %. У всіх випадках збільшення кількості плазматичних клітин супроводжувалось паралельним збільшенням вмісту ретикулярних клітин.  Це можна пояснити застосуванням високої дози алкілуючого агента, що значно пошкодило стан гемопоетичного мікрооточення, а відновлення кровотворення починається саме з цієї ланки. Слід також підкреслити, що до дії мелфалану особливо чутливі трансформовані плазматичні клатини при множинній мієломі, тому можливо і прискорене відновлення стосується в першу чергу саме клітин цієї клітинної лінії гемопоезу. Рівень еритроцитів у дослідних групах не мав достовірних відмінностей та навіть мав тенденцію до зростання, що пояснюється порушенням співвідношення клітинного складу крові. Окрім того тривалість життя, а отже і оновлення пулу еритроцитів сягає 120 днів, що також може пояснювати отримані результати, адже L-PAM в першу чергу впливає на клітини, які швидко діляться, як лейкоцити. 

Таким чином, застосування алкілувального цитостатика мелфалану в дозі 5,5 мг/кг у щурів із перещепленою карциномою Герена спричиняє різке зниження кількості лейкоцитів, гранулоцитів у периферичній крові на 95,7 % та 73,9 % порівняно з групою тварин, які були пухлинним контролем. Вивчаючи мієлограми, в цій дослідній групі спостерігали гіпо- та апластичні зміни з украй низькою клітинністю, що свідчить про виражений мієлотоксичний вплив препарату. 3. Застосування як монокорекції офіцинального препарату гранулоцитарного колонієстимулювального фактору (Г-КСФ) філграстиму та гранульованого вуглецевого ентеросорбента С2 з питомою вагою 0,18 г/см3 дещо покращувало досліджувані показники (рівень лейкоцитів зростав у 2,3 та 1,5 раза відповідно), однак ми спостерігали лише тенденцію до збільшення кількості гранулоцитів у периферичній крові. Зростала клітинність кісткового мозку та з’являлися диференціювальні клітини.

Максимально ефективне застосування комбінації названих препаратів (офіцинального препарату Г-КСФ і розробки ІЕПОР) – кількість гранулоцитів зростала та майже нормалізувалася. Кістковий мозок залишався гіпопластичним, але загальна кількість мієлокаріоцитів суттєво збільшувалася, частіше траплялися острівці гранулоцитарного й еритроїдного кровотворення.  Отже, застосування комбінації препаратів гранулоцитарного колонієстимулювального фактору та ентеральної сорбційної терапії сприяє регенерації кісткового мозку та, відповідно, покращує показники периферичної крові у тварин із перещепленою карциномою Герена.

Отримані нами результати досліджень оприлюднені у наступних публікаціях [296, 307, 308].
РОЗДІЛ 8

ЕФЕКТИВНІСТЬ ЕНТЕРОСОРБЦІЇ ТА ПРЕПАРАТУ ГРАНУЛОЦИТАРНОГО КОЛОНІЄСТИМУЛЮЮЧОГО ФАКТОРУ ПРИ ДОКСОРУБІЦИНОВІЙ СУБХРОНІЧНІЙ ТОКСИЧНОСТІ

Наступним етапом досліджень було поглиблене вивчення можливостей коригуючого впливу ентеральної сорбційної терапії з вуглецевим гранульованим оральним адсорбентом С2 та препарату Г-КСФ філграстиму на прояви субхронічної доксорубіцинової токсичності у щурів. Антрацикліновий антибіотик доксорубіцин (DOX) володіє вираженою протипухлинною активністю, однак викликає і серйозні побічні ефекти, серед яких найбільш суттєвими є кардіо-, гепато- нефротоксичність, мієлодепресія. Механізми розвитку цитотоксичності множинні та, поряд з інтеркаляцією, пов’язані і з утворенням високоактивних токсичних антрациклінових радикалів, що чинять пряму пошкоджуючу дію на мембрани клітин з подальшим розвитком внутрішньоклітинного оксидативного стресу і процесів некрозу та апоптозу [78, 83, 85, 89]. 

8.1. Вивчення впливу ентеральної сорбційної терапії та філграстиму на функціональний стан внутрішніх органів, біохімічні та гематологічні показники у щурів

Піддослідним тваринам вводили внутрішньочеревинно DOX у дозі 5 мг/кг маси тіла один раз на тиждень протягом чотирьох тижнів [244]. Тварини контрольної групи отримували еквівалентні кількості стерильного фізрозчину. Ентеросорбент вводили починаючи з наступного дня після ін’єкції доксорубіцину та припиняли прийом за добу до наступної, щоб максимально уникнути будь якого впливу на фармакокінетику препарату. Філграстим вводили підшкірно чотири доби поспіль після останнього введення антрациклінового антибіотика у дозі 50 мкг/кг один раз на добу.  

Отримані результати свідчать, що тяжкість перебігу обраної експериментальної інтоксикації позначалась на загальному стані щурів з групи контрольної патології, які не отримували корекції. Ми проводили кілька серій дослідів на моделі субхронічної доксорубіцинової токсичності і рівень летальності коливався від 25 % до 40 % (в середньому – коло 30 %) у групах тварин, які отримували лише доксорубіцин (сумарна доза препарату складала 20 мг/кг протягом чотирьох тижнів). Щури гинули в останній тиждень експерименту після отримання 4-ї останньої ін’єкції антрациклінового антибіотика. Це свідчить про значний рівень інтоксикації та тяжкість перебігу даної експериментальної моделі. У загиблих тварин макроскопічно фіксували розвиток асциту та гідротораксу різного ступеня, збільшення печінки. При розтині у деяких особин виявлено: збільшення та дряблість печінки з ознаками жирової дистрофії, збільшення та розм'якшення селезінки, повнокрів'я, вогнищеві крововиливи та змазаність меж кіркового та мозкового шарів нирок, наявність ексудату в плевральних порожнинах, вогнищеве ущільнення легеневої тканини, тьмяність парієтального та вісцерального листків очеревини за рахунок нашарувань фібрину, помірна кількість мутнуватого ексудату з фібрином у черевній порожнині. На фоні введення доксорубіцину відмічено, що при збільшенні терміну спостереження стан тварин прогресивно погіршувався, спостерігалось зниження рухової активності, зниження маси тіла, зменшення вживання їжі та води, аж до повної відмови деяких тварин, зміни шерсті — настовбурченість та злипання, серозні виділення з носу та очей, скупченість тварин у кутках кліток. До кінця експерименту тварини достовірно втрачали масу тіла не лише порівняно з групою контролю, але й у порівнянні з вихідними значеннями (табл. 8.1).

Таблиця 8.1.

Динаміка маси тіла щурів при моделюванні субхронічної доксорубіцинової токсичності та за умов її корекції ентеросорбентом С2 та препаратом гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору філграстимом, M±m.
	Показник 

Група 
	Маса тіла, г
	Приріст маси, 

г

	
	Досліджувана доба  
	

	
	День 0
	День 29
	

	Контрольна група
	193,33±5,60
	220,83±5,55
	+20,63

	DOX
	193,57±6,09
	154,29±6,17

p1<0,001

p2<0,001
	-30,56

	DOX + С2
	188,57±6,74
	146,43±6,74

p1<0,001

p2<0,001
	-32,78

	DOX + філграстим + С2
	198,57±4,82
	167,14±8,65

p1<0,001

p2<0,001

p3 >0,05
	-24,44


Примітки. Достовірність порівняно: р1 - з контрольною групою, р2 – відносно вихідного значення показника, р3 – з групою DOX+С2.

Так, у групі тварин, які отримували доксорубіцин, маса тіла зменшувалася на 20,3% порівняно з вихідним рівнем, та була на 30,1% нижчою відносно контрольної групи. 

У групі тварин, які отримували, окрім антинеопластичного ЛЗ, ентеральну сорбційну терапію цей показник був нижчим на 22,3% відносно початкового рівня та на 33,7% порівняно із контрольною групою. 

У тварин, які отримували окрім ентеросорбента С2 і філграстим, маса тіла зменшувалася на 24,3% порівняно із контролем та на 15,8% відносно початкового рівня. Достовірної різниці відносно у масі тіла групи тварин, які отримували доксорубіцин не було, однак прослідковувалася чітка тенденція до її зростання при застосуванні комбінації чинників корекції.  

Вірогідні зміни значень показників МК внутрішніх органів віддзеркалювали прогресування загальнотоксичних процесів у організмі тварин (табл. 8.2).

Таблиця 8.2. 

Зміни масових коефіцієнтів печінки та серця у тварин на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності та застосування ентеросорбції та філграстиму 

на 29-у добу експерименту, M±m.
	Показник 

Група 
	Масовий коефіцієнт  =

(маса органу / маса тіла) × 100%

	
	Серце  
	Печінка  

	Контрольна 
група
	0,33 ± 0,01
	2,26 ± 0,11

	DOX
	0,26 ± 0,02

p1<0,05
	4,25 ± 0,32
p1<0,001

	DOX + С2
	0,31 ± 0,02 

p1>0,05

p2>0,05
	4,23 ± 0,20
p1<0,001

p2>0,05

	DOX + 

філграстим + С2
	0,32±0,03

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05
	3,96±0,23

p1>0,05

p2>0,05

p3 >0,05


Примітки. р1 -достовірність порівняно з контрольною групою, р2 – відносно групи тварин, які отримували доксорубіцин, р3 – у порівнянні з групою Доксо+С2.

У групі тварин, які отримували доксорубіцин, масовий коефіцієнт (МК) серця знизився на 21,2%. А застосування ентеральної сорбційної терапії окремо та у поєднанні з препаратом Г-КСФ сприяло відновленню та нормалізації показника. 

МК печінки навпаки зріс на 88.1% (p<0.001), і застосування коригуючих середників лише у комбінації проявляло деяку тенденцію до зниження величини показника. Такі зміни є свідченням того, що на фоні застосування комбінації чинників відбувається зниження інтенсивності загальнотоксичних та запально-дистрофічних процесів в організмі щурів у порівнянні з тваринами, яким не вводили коригуючі чинники.

Планіметричний метод, при якому визначають площі ендокардіальних поверхонь камер серця та співвідношення між ними, дозволяє вивчити  особливості  ремоделювання камер серця при різних фізіологічних та патологічних станах [309]. Морфометрію серця проводили за методом Автанділова Г.Г. у модифікації Єсипової та співавт. Так, при субхронічній доксорубіциновій токсичності площа ендокардіальної поверхні стінки лівого шлуночка (ПСЛШ) зросла на 42,7 % (p<0.001) порівняно з контролем, тоді як камера правого шлуночка залишалася без змін (рис. 8.1). 
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Рис. 8.1. Площа ендокардіальної поверхні шлуночків серця при субхронічній доксорубіциновій токсичності та застосуванні ентеросорбента С2 та філграстиму. 
Примітки. * - р < 0,05 порівняно з контрольною групою, 
** -  р < 0,05 порівняно з групою DOX. 

Планіметричний індекс (співвідношення площ ендокардіальних поверхонь лівого та правого шлуночків) зростав на 40,0% (від 0,89±0,01 до 1,25±0,03). Це свідчить про процеси ремоделювання камер серця на тлі застосування доксорубіцину (табл. 8. 3). 

Таблиця 8.3. 

Показники морфометрії серця на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності та її корекції ентеральною сорбційною терапією 

та препаратом Г-КСФ, M±m.
	Показник
	Контроль
	DOX
	DOX+С2
	DOX +

філграстим + С2

	ПСЛШ, мм2
	118,0±4,45
	168,4±7,63

p1<0,001
	132,6±3,06

p1<0,05

p2<0,01
	129,4±4,86

p1>0,05

p2<0,01

p3>0,05

	ПСПШ, мм2
	132,2±6,27
	134,8±6,54

p1>0,05
	137,8±4,88

p1>0,05

p2>0,05
	133,6±6,50

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05

	ПІ
	0,89±0,01
	1,25±0,03

p1<0,001
	0,96±0,02

p1<0,05

p2<0,001
	0,97±0,06

p1>0,05

p2<0,01

p3>0,05


Примітки. ПСЛШ – площа ендокардіальної поверхні стінки лівого шлуночка; ПСПШ – площа ендокардіальної поверхні стінки правого шлуночка; ПІ –  планіметричний індекс (ПСЛШ / ПСПШ). р1 – достовірність порівняно з контрольною групою, р2 – відносно групи тварин, які отримували доксорубіцин, р3 – у порівнянні з групою DOX+С2.

При застосування ентеросорбента С2 ендокардіальна поверхня лівого шлуночка знижувалася на 21,3%, а планіметричний індекс – на 22,9%. Комбіноване застосування обох середників мало такі ж тенденції: вказані показники знижувалися на 23,2 та 22,4% відповідно порівняно з групою тварин, які отримували лише доксорубіцин та не відрізнялися від показників групи DOX+С2. Це свідчить про тенденцію до нормалізації морфометричних параметрів серця під впливом чинників корекції.

Щодо гематологічних показників, то підшкірне введення доксорубіцину у сумарній дозі 20 мг/кг спричиняло достовірне зниження чисельності лейкоцитів на 26,4%, еритроцитів – на 26,2%, рівня гемоглобіну – на 12,6%, спостерігалася тенденція до зниження рівня тромбоцитів (табл. 8.4). 

 Таблиця 8.4

Показники периферичної крові щурів на моделі субхронічної доксорубіцинової токсичності та за умов її корекції ентеросорбентом С2 та препаратом гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору філграстимом, M±m.
	Показник 

Група 
	Контрольна група
	DOX
	DOX + С2
	DOX + філграстим + С2

	Лейкоцити, 109/л
	5,55± 0,33
	4,08 ± 0,22

p1<0,01
	4,60 ± 0,60

p1>0,05

p2>0,01
	5,68 ± 0,60

p1>0,05

p2<0,05

p3>0,05

	Еритроцити, 1012/л
	6,92 ± 0,19
	5,11 ± 0,64

p1<0,05
	5,86 ± 0,70

p1>0,05

p2>0,01
	5,89 ± 0,71

p1>0,05

p2>0,01

p3>0,05

	Гемоглобін, г/л
	131,83 ± 4,93
	115,29 ± 3,88

p1<0,05
	120,29 ± 3,91

p1>0,05

p2>0,01
	126,86 ± 3,45

p1>0,05

p2=0,052

p3>0,05

	Тромбоцити, 109/л
	621,17 ± 54,65
	534,86 ± 50,13

p1>0,05
	555,29 ± 94,72

p1>0,05

p2>0,05
	580,0 ± 76,23

p1>0,05

p2>0,05

p3>0,05


Примітки. р1 – достовірність порівняно з контрольною групою, р2 – відносно групи тварин, які отримували доксорубіцин, р3 – у порівнянні з групою DOX+С2.


У групі тварин, які отримували ентеросорбент на тлі введення доксорубіцину, усі досліджувані показники мали тенденцію до зростання. Однак достовірно показники змінювалися лише у щурів, яким додатково вводили філграстим. Так, рівень лейкоцитів навіть перевищував вихідний і зростав на 39,2%; вміст еритроцитів був вищим на 15,3% порівняно з групою DOX, а чисельність тромбоцитів та рівень гемоглобіну у групі DOX+С2+філграстим наближалися до показників контрольної групи. Усі показники достовірно не відрізнялися від групи DOX+С2. 


До ранніх маркерів пошкодження міокарда належить КФК-МВ, до пізніх – АсАТ. На тлі застосування доксорубіцину, спостерігалося достовірне зростання активності АсАТ та КФК-МВ, які є маркерами ушкодження серцевого м’яза – на 75,1 та 64,2% відповідно. Активність АлАт зростала на 34,5%. Рівень лужної фосфатази та рівень загального білірубіну не змінювалися (табл. 8.5). 

Таблиця  8.5 

Біохімічні показники периферичної крові щурів на моделі субхронічної доксорубіцинової токсичності та за умов її корекції ентеросорбентом С2 та препаратом гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору філграстимом, M±SE, n=10.
	Показник 

Група
	Контрольна група
	DOX
	DOX + С2
	DOX + філграстим + С2

	АсАТ,

Од/л
	134,82±4,24
	236,13±16,44*
	183,68±14,84*,**
	174,02±8,88*,**

	АлАТ,

Од/л
	37,3±3,40
	50,18±2,88*
	42,24±4,21
	39,93±2,74**

	КФК-МВ, УО/л
	80,51±3,88
	121.23±5.09*
	105,2±3.72**
	100,6±2,97**

	Лужна фосфатаза,

ммоль/л/год
	244,24±10,96
	263,92±13,71
	227,46±17,68
	240,77±16,11

	Загальний білірубін, мкмоль/л
	4,28±0,48
	4,42±0,57
	4,17±0,28
	4,15±0,59

	Загальний білок, г/л
	65,01±2,27
	42,32±5,05*
	55,07±3,11**
	56,6±3,20**

	           Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: *- інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували доксорубіцин; 



Порушувалася білково-синтетична функція печінки, про що свідчить падіння рівня загального білка на 34,9%. На тлі порушення серцевої функції на тлі застійних явищ порушується функція не лише печінки, а й нирок (т.з. кардіо-ренальний синдром при серцевій недостатності). Про це свідчить зростання вмісту сечовини та креатиніну на 26,2 та на 19,2% відповідно у порівнянні з тваринами контрольної групи (табл. 8.6). Всі ці процеси супроводжувалися достовірним вираженим зростанням маркерів ендогенної інтоксикації МСМ1 в 2 рази, МСМ2 – в 1,75 раза.

Таблиця  8.6 

Показники сироватки крові піддослідних тварин, M±SE, n=10.
	Показник 

Група
	Контрольна група
	DOX
	DOX + С2
	DOX + філграстим + С2

	Сечовина,

ммоль/л
	6.7±0.52
	8.45±0.43*
	7.02±0.29**
	6.8±0.37**

	Креатинін, мкмоль/л
	76.51±3.44

	91.23±4.59*
	78.2±3.51**
	78.6±3.08**

	МСМ1, ум.од./л
	0,339±0,050
	0,685±0,060*
	0,465±0,043*,**
	0,445±0,032*,**

	МСМ2, ум.од./л
	0,456±0,042
	0,799±0,053*
	0,580±0,040*,**
	0,534±0,036**

	          Примітки. Достовірність р <0,05 відносно: *- інтактних тварин; ** - групи тварин, які отримували доксорубіцин; 


Застосування ентеральної сорбційної терапії пом’якшувало прояви зниження функціональної неспроможності серця, печінки та нирок. Так, активність ферментів АсАТ, КФК-МВ та АлАт знижувалася на 22,2; 13,2 та 15,8% відповідно. Рівень загального білка зростав на 30,1%. Вміст креатиніну та сечовини був меншим на 16,9 та 14,2%, водночас рівень МСМ1 та МСМ2 знижувався на 32,1 та 27,4% відповідно у групі DOX+C2 у порівнянні з тваринами, які не отримували чинників корекції. 

Показники тварин групи DOX+C2+філграстим також достовірно відрізнялися від щурів групи DOX: знижувалася активність ферментів АСаТ (на 26,3%), КФК-МВ (на 17,0%) та АлАт (на 20,4%). Рівень загального білка зростав на 33,7%. Вміст креатиніну та сечовини був меншим на 19,6 та 13,8%, водночас рівень МСМ1 та МСМ2 знижувався на 35,0 та 33,2% відповідно у групі DOX+C2+філграстім у порівнянні з тваринами, які не отримували чинників корекції.

Комбіноване застосування обох чинників демонструвало чітку тенденцію до покращення усіх досліджуваних показників, що свідчить про переваги комбінації у порівнянні із монозастосування ентеральної сорбції. 

Відомо, що цитокіни відіграють важливу роль у прогресуванні серцевої недостатності та процесів ремоделювання міокарда. На тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності навіть на 29-у добу експерименту та через тиждень після 4-ї ін’єкції доксорубіцину, все ще спостерігається підвищений рівень прозапальних цитокінів TNF-α та IL-ß, які на 85,3 та 73,2% вищі порівняно з контролем (табл. 8.7)

Таблиця 8.7.
Зміни цитокінового профілю при застосуванні ентеросорбентуС2 та філграстиму на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності, M±SE, n=6.
	Показник
	Група тварин

	
	Контрольна група
	DOX
	DOX + С2
	DOX + філграстим + С2

	TNF-α, 

пг/мл
	2,44±0,10
	4,52±0,38

р<0,00
	3,32±0,36

р<0,05

р1<0,05
	3,17±0,27

р<0,05

р1<0,05

р2>0,05

	IL–1β, 

пг/мл
	1,11±0,08
	2,00±0,20 

р<0,01


	1,53±0,06

р<0,01

р1<0,05
	1,44±0,08

р<0,01

р1<0,05

р2>0,05


Примітки. р – достовірність порівняно з контрольною групою, р1 – відносно групи тварин, які отримували доксорубіцин, р2 – у порівнянні з групою DOX+С2.


Це свідчить про глибокі патологічні зміни в організмі піддослідних тварин під впливом доксорубіцину. Застосування сорбційної ентеральної терапії у монозастосуванні та у комбінації з філграстимом сприяє зменшенню цитокінового навантаження: так вміст TNF-α та IL-ß був нижчим на 26,5 і 20,5%, та 29,8 і 25,1% у групах DOX+С2 та DOX+філграстим+С2 відповідно у порівнянні з тваринами, які не отримували препаратів корекції. Застосування комбінації препаратів сприяло подальшому покращенню результатів, хоча цифри і не наближалися до показників контрольної групи і все ще залишалися високими: TNF-α на 30,1%, а IL-ß – на 29,7%.

8.2. Показники окисно-відновного балансу на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності та при її корекції ентеросорбцією та препаратом гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору філграстиму. 

У групі тварин, які  отримали сумарну дозу доксорубіцину 20 мг/кг протягом 4 тижнів, розвинувся виражений дисбаланс прооксидантно-антиоксидантної системи (табл. 8.8). 

Таблиця 8.8.

Зміни показників прооксидантно-антиоксидантної системи на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності та її корекції у тканинах печінки,  M±SE, n=10.
	Показник 

Група
	Контрольна група
	DOX
	DOX +C2
	DOX + C2 + філграстим

	ПЕЧІНКА

	ТБП (печінка) мкмоль/кг
	6,92±0,13

	11,88±0,24

p1<0,001
	8,79±0,62

p1<0,05

p2<0,01
	7,79±0,39

p1>0,05

p2<0,001

p3>0,05

	СОД (печінка),

ум.од./кг
	5,72±0,33



	2,38±0,25

p1<0,001
	3,52±0,34 p1<0,01 
p2<0,05
	3,85±0,21 p1<0,01

p2<0,01

p3>0,05

	Каталаза (печінка)

кат/кг
	6,80±0,33


	4,84±0,59 p1<0,05
	6,57±0,64 p1>0,05 

p2>0,05
	6,66±0,39 р1>0,05

p2<0,05

p3>0,05

	G-SH

(печінка),

ммоль/кг
	2,32±0,12



	1,67±0,07 p1<0,01
	1,90±0,09 p1<0,05 

p2>0,05
	1,87±0,07 p1<0,01

p2>0,05

p3>0,05

	         Примітки. Достовірність р1- відносно тварин групи контролю; р2 - групи тварин, які отримували DOX; р3 - відносно тварин, які окрім DOX отримували сорбент С2.


Таблиця 8.9.

Зміни показників прооксидантно-антиоксидантної системи на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності та її корекції у тканинах серця,  M±SE, n=10.
	Показник 

Група
	Контрольна група
	DOX
	DOX +C2
	DOX + C2 + філграстим

	СЕРЦЕ

	ТБП (серце) мкмоль/кг
	6,59±0,11



	14,95±1,57

p1<0,01
	9,24±0,55 p1<0,01

p2<0,05
	7,23±0,47 p1>0,05

p2<0,01

p3<0,05

	СОД (серце),

ум.од./кг
	2,58±0,27



	1,59±0,11 p1<0,05
	1,82±0,11 p1<0,05

p2>0,05
	1,97±0,21

р1>0,05

p2>0,05

p3>0,05

	Каталаза (серце)

кат/кг
	4,04±0,46



	2,69±2,49 p1<0,05
	3,57±0,22 p1>0,05

p2<0,05
	4,15±4,32 p1>0,05

p2<0,05

p3>0,05

	G-SH

(серце),

ммоль/кг
	1,57±0,22



	0,91±0,18 p1<0,05
	1,38±0,09 p1>0,05

p2<0,05


	1,37±0,07 p1>0,05

p2<0,05

p3>0,05

	           Примітки. Достовірність р1- відносно тварин групи контролю; р2 - групи тварин, які отримували DOX; р3 - відносно тварин, які окрім DOX отримували сорбент С2.


Так, рівень вторинних продуктів ПОЛ (ТБК-активних продуктів) достовірно зростав у всіх досліджуваних середовищах: у сироватці крові в 2,07 раза, у тканинах печінки – у 1,7 раза, у серці – в 2,3 рази. Водночас, рівень активності СОД знижувався на 58,4 % у печінці та 38,3% - у тканинах серця. Показники активності каталази мали таку ж спрямованість: у сироватці крові були нижчими на 32,5%, у тканинах печінки – на 28,8%, а у серці – на 33,5% порівняно з тваринами контрольної групи (табл.8.10). Спостерігалася чітка  тенденція до зниження показника ЗАА. Водночас рівень глутатіону на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності падав на 27,7% у печінці та на 41,9% - у тканинах серця. Це свідчить про високу інтенсивність оксидативного стресу при застосуванні доксорубіцину. 

Таблиця 8.10.

Зміни показників прооксидантно-антиоксидантної системи на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності та її корекції у сироватці крові,  M±SE, n=10.
	Показник 

Група
	Контрольна група
	DOX
	DOX +C2
	DOX + C2 + філграстим

	Кров

	ТБП (кров),

мкмоль/л
	0,37±
0,05

	0,76±0,06

p1<0,01


	0,54±0,06

p1>0,01

p2<0,05
	0,53±0,05

p1>0,05

p2<0,05

p3>0,05

	Каталаза (кров),

кат/л
	5,85±0,31



	3,94±0,62

p1<0,05
	4,87±0,42

p1>0,05 p2>0,05
	4,92±0,41 p1>0,05

p1>0,05

p3>0,05

	ЗАА, %
	50.97±2.12





	37.92±2.77

p1>0,05
	44.92±2.14 p1>0,05

p2>0,05
	45.92±1.89

p1>0,05

p2>0,05

p1>0,05

	            Примітки. Достовірність р1- відносно тварин групи контролю; р2 - групи тварин, які отримували DOX; р3 - відносно тварин, які окрім DOX отримували сорбент С2.


Застосування ентеральної сорбційної терапії з вуглецевим гранульованим ентеросорбентом С2 сприяло деякому відновленню балансу у прооксидантно-антиоксидантній системі. Спостерігалося зниження рівня ТБК-активних продуктів на 28,6 %, 26,0 % та на 38,2% у сироватці крові, тканинах печінки та серця відповідно у порівнянні з щурами з групи DOX. Щодо ключових ендогенних ферментів антиоксидантного захисту, то активність СОД у печінці зростала на 47,9 %, у серці – лише на 14,5 %; каталази – на 35,8 % та на 32,9 % відповідно. У сироватці крові активність каталази зросла на 23,4 % у групі DOX+С2 порівняно з групою DOX. Під впливом сорбційної ентеральної терапії вміст глутатіону в серці зростав на 51,2 % та спостерігалася чітка тенденція до його зростання у печінці.  

Додаткове застосування філграстиму до курсу ентеросорбції сприяло подальшому позитивному прогресуванню досліджуваних показників, однак не перевищувало за більшістю показників монозастосування ентеросорбента С2. Вміст ТБП під впливом комбінації чинників знижувався на 29,9 % у сироватці крові, на 34,4 % - у тканинах печінки та на 51,6 % - у серці. Останній показник достовірно відрізнявся від групи тварин, які на фоні введення доксорубіцину отримували лише ентеросорбент, на 21,7 %.

Активність СОД у вказаній групі зростала на 67,1 % у печінці та на 23,5 % - у серці. Показник активності каталази у тканинах печінки був вищим на 37,6 %, а у тканинах серця – на 54,3 %. Щодо активності каталази у сироватці крові – спостерігалося тенденція до його нормалізації. Усі вказані показники мали тенденцію до покращення у порівнянні з групою тварин DOX+С2, так само як і ЗАА. Вміст глутатіону у тканині серця зростав на 50,2 % при дії обох чинників корекції та не відрізнявся від показника групи тварини DOX. 

8.3. Вивчення впливу ентеральної сорбційної терапії з ентеросорбентом С2 на кардіогемодинамічні параметри при застосуванні доксорубіцину. 

Здатність серця виконувати й забезпечувати потреби організму оцінювалася нами за допомогою ряду кардіогемодинамічних параметрів за допомогою Millar Instruments, Houston, TX. Ми вивчали насосну функцію серця, систолічну та діастолічну складові його роботи. Результати дослідження показали, що у досліджуваних тварин на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності мали місце значні зрушення кардіогемодинамічних показників (таблиця 8.11).

Таблиця 8.11. 

Кардіогемодинамічні показники роботи лівого шлуночка при субхронічній доксорубіциновій токсичності та її корекції.

	Група 

Показник 
	Контрольна група
	DOX
	DOX+С2

	Кількість серцевих скорочень

(уд/хв)
	321.0±43.89
	356.64±48.82
	378.38±33.86

	Maximum Volume (мкл)

Максимальний об’єм (uL)
	146.79±13.08
	232.76±76.58
	236.68±102.07

	Minimum Volume (uL)
	78.27±15.17
	137.93±46.96*
	126.05±35.68

	Кінцево-систолічний об'єм

(мкл)
	84.87±17.73
	142.16±47.56*
	130.76±36.68

	Кінцево-діастолічний об'єм (мкл)
	142.56±11.36
	220.44±70.94*
	223.75±85.04

	Maximum Pressure (mmHg)
	116.24±21.53
	102.0±22.51
	111.85±14.35

	Minimum Pressure (mmHg)
	4.97±3.89
	4.15±3.39
	2.10±1.65

	Кінцево-систолічний тиск

(мм.рт.ст)
	109.57±25.12
	96.22±24.07
	104.58±16.72

	Кінцево-діастолічний тиск

(мм.рт.ст)
	9.10±4.28
	6.72±4.54
	5.99±3.77

	Stroke Volume (uL) 
Ударний об'єм (мкл)
	68.52±21.34
	94.835±39.90
	120.88±78.45

	Фракція викиду (%)
	46.15±11.83
	39.62±10.50
	46.23±11.46

	Cardiac Output (uL/min) 

Хвилинний об'єм крові (мкл/хв)
	22222.85±

8424.99
	33103.55±

13814.04
	44721.45±

28511.89


Продовження таблиці 8.11
	Група 

Показник 
	Контрольна група
	DOX
	DOX+С2

	Stroke Work (mmHg×uL) Ударна робота (мм.рт.ст×мкл)
	7036.43±

5036.46
	6406.50±

3345.83
	10363.14±

7329.55

	Arterial Elastance (Ea), (mmHg/uL) Артеріальна жорсткість

(мм.рт.ст/мкл)
	2.25±0.71
	1.06±0.49
	1.11±0.56

	dPdt max (mmHg/sec) Максимальна швидкість зміни тиску (мм.рт.ст/сек) 
	11758.0±

5232.28
	9897.43±

3142.76
	12769.50±

2861.17

	dPdt min (mmHg/sec) 

Максимальна швидкість розслаблення міокарду (мм.рт.ст/сек)
	-7312.86±

2477.79
	-7062.50±

1742.62
	-8928.12±3

274.57

	dVdt max (uL/sec)

	2811.14±

1048.07
	4783.57±

1703.76
	4489.87±

2985.50

	dVdt min (uL/sec) 
 
	-3345.57±

1283.04
	-3893.5±

1345.52
	-4751.13±

2491.48

	P@dVdt max (mmHg)
	38.27±32.11
	40.16±35.79
	34.62±36.27

	P@dPdt min (mmHg)
	88.67±50.41
	64.69±13.78
	74.00±21.68

	V@dPdt max (uL)
	124.90±25.62
	216.46±76.45*
	228.02±102.85*

	V@dPdt min (uL)
	79.91±15.49
	145.33±52.64*
	129.76±36.71

	Tau(W) (msec) Тау за Вайсом (мсек)
	12.69±5.87 
	11.41±5.01
	9.25±1.96

	Tau(G) (msec)
	18.34±11.18
	13.80±5.68
	11.90±3.39

	Maximal Power (mWatts)

Максимальна потужність(мкват)

	43.89±34.61
	38.94±18.71
	57.61±32.30

	Preload adjusted maximal power, PaMP (mWatts/µL^2)
	20.81±15.88
	8.82±4.78*
	12.38±5.77

	Emax
Лівошлуночкова максимальна

жорсткість (у.о.)
	4.55± 2.93
	2.74±2.02
	5.30±0.44


Примітки. Дані представлені у вигляді середніх значення (M) ± стандартне відхилення (SD); * - p<0,05 порівняно згрупою контролю; dPdtmax - максимальна швидкість зміни тиску; dPdtmin - максимальна швидкість розслаблення міокарду; dVdt max - максимальна швидкість зміни об’єму; P@dVdt max – тиск при dV/dt max; P@dPdt min – тиск при dV/dt min; V@dPdt max – об’єм при dP/dt max; V@dP/dt min - об’єм при dP/dt min; Tau (G) – час розслаблення розрахований за методом Glantz (регресія of dP/dt проти тиску pressure); Tau (W) – час розслаблення розрахований за методом Weiss (регресія log(тиск)); Emax – кінцево-систолічна елстичність. 

Насосну функцію серця оцінювали за допомогою ряду показників: фракція викиду (ejection fraction), ударного об’єму (stroke volume), хвилинного об'єму крові (cardiac output), ударної роботи (stroke work) та показниками максимальної потужності (Maximal Power) та максимальної потужності, зрівноваженої на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP). Ці параметри є показниками скоротливої функції серця, мірою ефективності його роботи. Тому параметри насосної функції дають нам досить глибоке уявлення про стан серцево-судинної системи в цілому, а будь-які хронічні порушення в них є результатом серйозних порушень в діяльності організму. Ударний об’єм є різницею між кінцево-діастолічним й кінцево-систолічним об’ємом. На нього мають вплив багато факторів, зокрема це зміна переднавантаження (за законом Франка-Старлінга), також зміна постнавантаження (тяжка артеріальна гіпертензія чи коарктація аорти, тощо). Встановлено тенденцію до зростання величини ударного об’єму лівого шлуночка сердець щурів під впливом доксорубіцину в порівнянні з групою контрольних тварин. Ми розглядаємо це як компенсаторний механізм, оскільки фракція викиду (частка крові, що викидається з лівого шлуночка під час систоли) мала тенденцію до зменшення її величини. Це вказує на зменшення сили скорочень, що підтверджують знижені показники ударної роботи та максимальної потужності, а також те, що показник максимальної потужності, зрівноваженої на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP) був достовірно нижчим на 57,6% відносно контрольної групи. Показник ударної роботи, параметр що характеризує роботу, яку виконує шлуночок щоб здійснити викид крові проти тиску аорти і  чутливий до змін постнавантаження, також мав тенденцію до зниження. Все це вказує на погіршення насосної функції серця під впливом доксорубіцину. 

Діастолічну функцію вивчали за допомогою показників кінцево-діастолічних об’єму та тиску, максимальної швидкості розслаблення міокарда dPdt min та ізоволюмічної константи розслаблення міокарда τ за методом Weiss Tau(W). Так, кінцево-діастолічний об’єм у тварин, які отримували доксорубіцин зріс на  54,6 % порівняно з контролем, тоді як показники dPdt min та Tau(W) мали тенденцію до зниження. dP/dtmin або максимальна швидкість розслаблення міокарду є спеціалізованим показником, що дозволяє оцінити ефективність розслаблення шлуночка в діастолі. Зниження величини цього параметра вказує на наявність  діастолічної дисфункції міокарда. 

Для оцінки скоротливої функції вивчали параметри максимальної швидкості скорочення міокарда dPdtmax, кінцево-систолічних об’єму та тиску, частоти серцевих скорочень. Так, мінімальний об’єм та кінцево-систолічний об’єм зросли на 76,2 % та 67,5 %, що свідчить про розвиток застійних явищ та узгоджується з клінічними проявами при огляді щурів. Окрім того спостерігалася тенденція до зростання частоти серцевих скорочень з (321,0±43,89) до (356,64±48,82) уларів за хвилину. Показник dPdt max знижувався з 11758.0 (±5232.28) до 9897.43 (±3142.76). На порушення геометрії та скоротливої функції лівого шлуночка вказує також зниження показника Emax (максимум кінцево-систолічної об’ємної жорсткості лівого шлуночка) від (4,55±2,93) до (2,74±2,02), який є відносно незалежним від перед- та постнавантаження. Ще один показник V@dP/dtmax (об’єм лівого шлуночка в момент максимальної швидкості зміни тиску), який показує об'єм шлуночка під час систоли в момент найбільш ефективної роботи шлуночка по зміні тиску зріс на 73,3 %. А показник V@dPdt min зріс на 81,9 %. Це свідчить про збільшення порожнини шлуночка та втрату його еластичності, що підтверджується і показниками планіметричного індексу та зростанням ендокардіальної площі стінки лівого шлуночка.

Показник артеріальної жорсткості (або еластичності, Arterial Elastance), яка відображає комплекс властивостей судин (описує такі елементи судинного навантаження як загальний периферичний опір, податливість судин, тривалість систоли та діастоли), мав чітку тенденцію до зниження від 2,25±0,71 до 1,06±0,49 під впливом доксорубіцину у сумарній дозі 20 мг/кг, отриманій протягом 4 тижнів. 

Застосування ентеральної сорбційної терапії мало виражену тенденцію до нормалізації досліджуваних показників. У цій групі DOX+C2 лише показник V@dPdtmax, який показує об'єм шлуночка під час систоли в момент найбільш ефективної роботи шлуночка по зміні тиску зріс на 82,6 % порівняно з контрольною групою щурів. З 26 досліджуваних параметрів, які були змінені під впливом доксорубіцину, переважна кількість, а саме 14 демонстрували тенденцію до нормалізації під впливом сорбційної ентеральної терапіїю Особливо звертає на себе увагу покращення показників енергетичного балансу міокарду, а саме показниками максимальної потужності (Maximal Power) та максимальної потужності, зрівноваженої на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP). Показник Maximal Power зростав з (38,94±18,71) до (57,61±32,30) мВат та навіь перевищував показник контрольної групи – 43,89±34,61 мВат). Показник Preload adjusted maximal power, PaMP зростав з (8,82±4,78) до (12,38±5,77) мВат/мкл^2). Це вказує на зростання та покращення насосної функції міокарда. 

Ударна робота Stroke Work зростала з 6406,50 (±3345,83) до 10363,14 (±7329,55) мм.рт.ст×мкл, тоді як в контрольній групі цей показник становив 7036,43 (± 5036,46) мм.рт.ст×мкл. Ми спостерігали нормалізацію показника фракції викиду Ejection Fraction, який зростав з (39,62±10,50) % до (46,23±11,46) %, в той час як у контрольній групі він становив (46,15±11,83) %.

Отже, на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності різко порушуються практично усі досліджувані показники кардіогемодинаміки. Показники систолічної функції (фракція викиду, ударна робота, лівошлуночкова максимальна жорсткість (Emax), кінцево-систолічний тиск) демонструють чітку тенденцію до зниження. Макисмальна  потужність, зрівноважена на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP) знижувалася на 57,6 % порівняно контролем – це свідчить про погіршення насосної функції серця та відповідно скоротливості. Планіметрія серця засвідчила розширення порожнини ЛШ та зростання площі його ендокардіальної поверхні. Кінцево-діастолоічний об’єм достовірно зростав на 54,6 %, в той час як показник пікового підвищення тиску у камері ЛШ dPdt max демонстрував тенденцію до зниження, так само як і Тау за Вайсом (ізоволюмічна константа розслаблення міокарда. Водночас V@dP/dtmax (об’єм лівого шлуночка в момент максимальної швидкості зміни тиску), який показує об'єм шлуночка під час систоли в момент найбільш ефективної роботи шлуночка по зміні тиску зріс на 73,3%. А показник V@dPdt min зріс на 81,9%. Це вказує на наявність діастолічної дисфункції на тлі застосування доксорубіцину. 

Застосування ентеральної сорбційної терапії сприяло скороченню площі ендокардіальної поверхні ЛШ, серед 26 змінених показників у 19 була чітка тенденція до покращення. Особливо важливо – показники фракції викиду та ударної роботи зростали, а це важливі маркери  ефективності насосної функції серця. Таким чином, ми можемо зробити висновок, що застосування ентеральної сорбційної терапії сприяє відновленню та нормалізації показників кардіогемодинаміки, які порушуються на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності.

8.4. Вивчення впливу ентеросорбенту С2 та його комбінації з філграстимом на гістоструктуру серця, нирок, тонкого кишечника, та яєчок на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності.
У тварин контрольної групи судини середнього калібру строми міокарда візуалізувались слабо, не спостерігалося явищ периваскулярного набряку. Волокна кардіоміоцитів мали звичайну структуру, містили однорідної форми ядра, саркоплазма була однорідною, насиченою (рис. 8.2). Лімфо-гістіоцитарна інфільтрація строми відсутня. 
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Рис. 8.2. Структура серця тварин контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Гістологічне дослідження нирки встановило, що у тварин групи контролю кровонаповнення кіркової і мозкової речовини було дещо зниженим. В кірковому шарі структура клубочків збережена. Кровонаповнення судин клубочків звичайне, ендотеліальні клітини артеріол не пошкоджені, окремі судини розширені, кровонаповнені. Зовнішній листок капсули клубочка представлений одним шаром кубічного епітелію, розташованого на  базальних мембранах. Лише окремі просвіти клубочків мали помірно розширені просвіти капсули, в яких спостерігалась незначна кількість серозного ексудату (рис. 8.3). 

Просвіти судин інтерстицію були дещо розширеними, місцями повнокровними. 
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Рис. 8.3. Структура нирок тварин контрольної групи. Кіркова речовина. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Гістологічне дослідження слизової оболонки тонкої кишки тварин встановило мінімальну клітинну інфільтрацію, нерівномірне кровонаповнення судин  стромального компонента ворсин та базальної мембрани. Поверхневий епітелій мав звичайну структуру (рис. 8.4).  
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Рис. 8.4. Структура слизової оболонки тонкого кишечника тварин контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

На базальних мембранах сім’яних канальців візуалізувались темні і світлі клітини - сперматогонії типу А. Сперматогонії  типу В мали округлі ядра і конденсований хроматин. Сперматоцити першого і другого порядку складали основну масу клітин та в самому просвіті канальця добре візуалізувались  сперматиди та сперматозоїди (рис. 8.5). Візуально між клітинами спостерігались добре виражені щільні контакти.
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Рис. 8.5. Структура яєчок тварин контрольної групи. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

В міокарді тварин, які отримували доксорубіцин (Докса-група) виявлено слабовиражене кровонаповнення судин артеріального типу, в епікарді розширені судини венозного типу із помірним периваскулярним набряком. Саркоплазма кардіоміоцитів залишалась насиченою, гомогенною, добре накопичувала барвники. Ядра візуалізувались у основної частини клітин, окремі ядра збільшувалась у розмірах, каріоплазма дещо просвітлювалась (рис. 8.6). В перицелюлярних просторах виявлявся набряк, серед якого траплялись поодинокі еритроцити. Поодинокі кардіоміоцити мали ознаки фрагментації. 
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Рис. 8.6. Структура серця тварин при субхронічній доксорубіциновій токсичності. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Гістологічне дослідження нирки встановило, що у дослідних тварин кровонаповнення кіркової і мозкової речовини було дещо зниженим. В кірковому шарі просвіти клубочків розширювались переважно за рахунок вираженого набряку, кровонаповнення судин клубочків знижувалось, окремі ендотеліальні клітини артеріол зазнавали дистрофічних змін. Окремі епітеліоцити зовнішнього листка капсули злущувались у просвіт. Просвіти вивідних канальців дещо розширювались, епітеліоцити зазнавали дистрофічних змін (рис. 8.7-8.8). 

[image: image109.jpg]



Рис. 8.7. Структура нирок тварин при субхронічній доксорубіциновій токсичності. Кіркова речовина. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 
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Рис. 8.8. Структура нирок тварин при субхронічній доксорубіциновій токсичності. Мозкова речовина. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

В стромі ворсин тонкої кишки при субхронічній доксорубіциновій токсичності наростала лімфо- та гістіоцитарна інфільтрація. Дещо збільшувалось повнокров’я судин, наростав периваскулярний набряк. Підвищувалась  секреторна активність епітелію крипт, збільшувалась кількість бокаловидних клітин. Секреторна активність поверхневого епітелію різко збільшувалась, поєднувалась із посиленою проліферацією (рис. 8.9) та вогнищевою десквамацією дистрофічно-змінених клітин. 
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Рис. 8.9. Ворсини слизової оболонки тонкого кишечника тварин при субхронічній доксорубіциновій токсичності. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Спостерігалося ураження структур яєчок. Так, незважаючи на те, що сперматогонії типу А були збережені, у сперматогоніях типу В та сперматоцитах першого та другого порядку спостерігались виражені дистрофічні, а в окремих полях зору некротичні зміни. Міжклітинні контакти клітин втрачались.
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Рис. 8.10. Структура яєчок тварин при субхронічній доксорубіциновій токсичності. Виражені дистрофічні, місцями некротичні зміни сперматогоній типу В та сперматоцитів першого та другого порядку. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Гістологічно у міокарді тварин, які на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності отримували ентеросорбент С2, спостерігалось нерівномірне кровонаповнення судин артеріального русла і помітне зменшення просвітів судин венозного русла, що в свою чергу зменшувало явища периваскулярного та перицелюлярного набряку. В окремих кардіоміоцитах спостерігалась вогнищева гіпертрофія саркоплазми, гіперхромія ядер. Деякі ядра клітин мали ознаки каріопікнозу (рис. 8.11). Лімфо-гістіоцитарна інфільтрація строми не спостерігалась. 
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Рис. 8.11. Структура серця тварин, які на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності отримували ентеросорбент С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Розміри ниркових клубочків зменшувались у порівнянні із групою Докса, артеріоли дещо спазмувались (рис. 8.12), ендотелій судин не пошкоджувався.  Просвіти капсул залишались помірно розширеними, нефротелій капсули не пошкоджувався при проведенні ентеральної сорбційної терапії. Просвіти вивідних канальців дещо розширювались, кількість ексудату та десквамованих  епітеліоцитів у просвітах зменшувалась. Розміри епітеліоцитів зменшувались переважно за рахунок зменшення проявів дистрофічних змін, ядра клітин залишались базально (рис.12). Базальні мембрани канальців не пошкоджувались. В окремих полях зору мозкового шару виявлялось нерівномірне кровонаповнення судин переважно венозного типу. 
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Рис. 8.12. Структура нирок тварин, які на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності отримували ентеросорбент С2. Кіркова речовина. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 
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Рис. 8.13. Структура нирок дослідних тварин, які на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності отримували ентеросорбент С2. Мозкова речовина. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Під впливом ентеросорбції в стромі ворсин тонкої кишки зменшувалась лімфо- та гістіоцитарна інфільтрація. Кровонаповнення судин зменшувалось, проте незначний периваскулярний набряк залишався, особливо в ділянках базальних мембран. Секреторна активність епітелію крипт дещо згасала, кількість бокаловидних клітин зменшувалась. В поверхневому епітелії ворсин спостерігалось зниження секреторної активності та помірні дистрофічні зміни, про що свідчать характерні структурні зміни ядер (рис. 8.14). Його десквамація спостерігалась лише в окремих полях зору. 
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Рис. 8.14. Ворсини слизової оболонки тонкого кишечника дослідних тварин, які на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності отримували ентеросорбент С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

Застосування сорбційної терапії позитивно вплинуло на відновлення структури базального шару сім’яників. Практично у всіх полях зору виявлено достовірне відновлення структури сперматогоній типу А та В, налагодження міжклітинних контактів. Структура сперматоцитів першого та другого порядку залишалась пошкодженою (дистрофічно зміненою) (рис. 8.15).
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Рис. 8.15. Структура яєчок тварин, які на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності отримували ентеросорбент С2. Забарвлення гематоксиліном та еозином. × 200. 

На тлі застосування комбінації ентеросорбента С2 та філграстиму у тварин з субхронічною доксорубіциновою токсичністю спостерігалося зниження летальності щурів в порівнянні з групою контрольної патології; тварини мали вірогідну динаміку за показником маси тіла відносно вихідних даних власної групи та виразно відрізнялися стосовно нелікованої групи. Введення препаратів корекції сприяло нормалізації масового коефіцієнта печінки та серця  піддослідних щурів. Спостерігалося скорочення ендокардільної  площі лівого шлуночка та  зниження планіметричного індексу серця. Ми спостерігали покращення гематологічних показників та відновлення окисно-відновного балансу. Покращувалися показники кардіогемодинаміки у тварин, які отримували ентеральну сорбційну терапію з С2. Необхідно відмітити покращення гістологічної структури серця, нирок та яєчок, що підтверджує наявність гонадо-, нефро- та кардіопротекторного ефекту ентеросорбції.
Отримані нами результати досліджень оприлюднені у наступних публікаціях [290, 306, 310–313].
РОЗДІЛ 9

АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Основні методи лікування злоякісної патології незмінні уже десятки років: це хірургічне втручання, радіотерапія та поліхіміотерапія. Відсутність виражених якісних відмінностей у біохімічних властивостях та здатності до поділу і відтворення між малігнізованими та нормальними клітинами організму робить неможливим такий бажаний селективний ефект більшості класичних цитотоксичних протипухлинних лікарських засобів та передбачає їх токсичний вплив на органи та тканини, які не уражені пухлиною. Тому розраховувати на пригнічення росту злоякісних клітин під впливом хіміотерапії без проявів тих чи інших побічних ефектів з боку здорових тканин не можна. Ціль більшості цитостатиків – пригнічення процесу поділу пухлинних клітин. При цьому особливо страждають клітини та тканини з високим темпом проліферації: кістковий мозок, лімфоїдні органи, епітелій шлунково-кишкового тракту, волосяні фолікули, активно проліферуючі тканини репродуктивних органів [3–6, 12, 22, 59, 72, 314]. Пригнічення проліферативної активності кісткового мозку та його наслідки: розвиток анемії, тромбоцитопенії та лейкопенії, потребують невідкладних заходів, і це може призводити до переривання курсу лікування, зменшення дози препаратів та знижує ефективність терапії і, як наслідок, погіршує прогноз для хворого. Розвиток стоматитів та мукозитів значно знижує якість життя онкологічних пацієнтів та обмежує переносимість лікування [6, 12]. Відомо, що розвиток оксидативного стресу є невід’ємною частиною патогенезу усіх вищезгаданих побічних ефектів протипухлинної терапії [71, 315, 316]. Тож пошук, розробка, синтез і вивчення та імплементація у клінічну практику нових засобів, які б зменшували інтенсивність побічних ефектів антинеопластичних лікарських засобів, є вкрай актуальним.

Цисплатин – цис-диамінодихлор-платина(ІІ), синтезований ще у 1844 році, у 1960-их був «відкритий» ще раз уже як засіб з протипухлинною дією [45, 58, 317–321]. Вважають, що його механізм дії пов'язаний з пошкодженням ДНК шляхом зв’язування з N7 атомом гуаніну та аденіну. Цисплатин порушує структуру та пригнічує синтез ДНК, унаслідок чого порушується мітоз та активується апоптоз пухлинних клітин, гальмується ріст пухлини. ЛЗ надзвичайно ефективний у лікуванні багатьох солідних пухлин, недрібноклітинного раку легень та інших форм пухлин. Вводиться виключно внутрішньовенно. Цисплатин відомий своїми побічними ефектами, а особливо ото- та нефротоксичністю [49, 322]. Отримані нами результати свідчать і про виражені системні токсичні ефекти при введенні цисплатину: різка втрата маси тіла у тварин, зростання відносної маси внутрішніх органів у щурів, особливо маси нирок. Також зростав рівень креатиніну та сечовини, активність АсАТ. Ці зміни супроводжувалися відповідними структурними змінами у печінці, селезінці та нирках. Отримані нами результати цілком узгоджуються з даними інших дослідників, які свідчать що токсичні прояви цисплатину супроводжуються розвитком тубулярного некрозу, зростанням рівня креатиніну та сечовини, зниженням клубочкової фільтрації [53, 58, 317, 323, 324].  

Механізми ушкодження нирок препаратами платини доволі багатогранні та різноманітні. Це і накопичення препарату у тканині нирок (не лише шляхом пасивної дифузії, як вважалося раніше, а і за допомогою полегшеної дифузії), ураження канальців токсичними метаболітами – реактивними тіолами, ушкодження ДНК, порушення іонного транспорту у клітинах, мітохондріальна дисфункція та розвиток оксидативного і нітрооксидативного стресу, розвиток запального процесу шляхом активації цитокінового каскаду через NF-κB, 
TNF-α [318, 321]. Враховуючи отримані нами результати та дані доступної літератури, ми вважаємо, що пом’якшення побічної дії цисплатину при застосуванні Карболайну пов’язане з його дистантними опосередкованими ефектами. Ентеросорбент зменшує навантаження на основні органи метаболізму та детоксикації (нирки, печінка) та відповідно допомагає активувати ланки ендогенного захисту організму.    

Відомо, що цисплатин також взаємодіє активно з тіоловими групами металотіонеїнів та глутатіоном. Високий рівень глутатіону у пухлинних клітинах слугує чітким маркером резистентності до цього ЛЗ, адже вступаючи в реакцію з трипептидом препарат уже не реагує з ДНК [53, 321]. Саме через це застосування антиоксидантів у якості засобу зменшення проявів побічної дії цисплатину може призводити до втрати його протипухлинної канцеростатичної дії. Для нас було важливим установити не лише ефективність вуглецевого волокнистого ентеросорбенту Карболайну як засобу детоксикації та зменшення побічних реакцій при хіміотерапії, а й вивчити його вплив на ріст перевивної карциноми Герена у піддослідних тварин як при монозастосуванні, так і на тлі введення цисплатину. Отримані нами результати засвідчили, що Карболайн не зменшує ефективність цисплатину (рис. 9.1), що надзвичайно важливо та свідчить про доцільність подальшого вивчення та імплементації ентеросорбції у клінічні схеми лікування. 
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Рис. 9.1. Динаміка росту карциноми Герена на тлі застосування цисплатину та ентеросорбції із застосуванням Карболайну. 

Одним з найбільш небезпечних та тяжких ускладнень протипухлинної поліхіміотерапії є пригнічення кістково-мозкового кровотворення – токсична гіпоплазія. За певними винятками (блеоміцин, проспідин, вінкрістін, 
L-аспарагіназа та деяких інших), потужна поліхіміотерапія (ад’юватна чи неоад’ювантна) вже у терапевтичних дозах проявляє виражений негативний вплив на кровотворення, що змушує відстрочувати або й переривати лікування. Це значно погіршує прогноз для пацієнта. Максимально повна ерадикація пухлинного клону клітин у максимально короткий термін за допомогою циклів поліхіміотерапії, що включає три-чотири-п’ять препаратів, значно підвищує ризик розвитку цитотоксичної мієлодепресії. Ще одна причина розвитку пригнічення функції кісткового мозку у таких пацієнтів – одночасне застосування радіотерапії, власне опромінення грудної клітки (особливо грудини, як місця розташування червоного кісткового мозку ) [325–327]. Однак, лише така тактика достовірно підвищує виживаність хворих та покращує результати лікування [328–330]. Практично більшість протипухлинних цитотоксичних лікарських засобів є радіоміметиками, і картина ураження системи крові при їх застосуванні подібна до дії іонізуючого випромінювання. На сьогодні лейкопенія, її тяжкість та частота розвитку на фоні поліхімотерапії є важливим прогностичним фактором виживаності пацієнтів з онкопатологією [11, 331]. Враховуючи цей факт, ефективна профілактика і лікування лейкопенії та її грізного ускладнення нейтропенії і фебрильної нейтропенії – надзвичайно актуальна проблема медицини.

Мелфалан (L-phenylalanine mustard, L-PAM, L-сарколізин) – біфункціональна алкілуюча сполука з групи хлоретиламінів, фенілаланінове похідне азотистого іприту, який використовувався як хімічна зброя під час Першої Світової війни [332]. Його гематотоксичні ефекти відомі ще з 60-их років минулого століття. Механізми дії – алкілювання ДНК і порушення процесів її реплікації, генерування вільних радикалів та активація оксидативного стресу, активація p53 залежного шляху апоптозу клітин [333, 334]. Мелфалан – цикло-неспецифічний препарат, що робить його одним з найбільш ефективних та агресивних лікарських засобів. Вплив препарату на кістковий мозок та периферичну картину крові подібний до ефектів іонізуючого випромінювання, тому цей клас препаратів (алкілуючі засоби), як і деякі інші цитостатики, ще називають радіоміметиками. Дія алкілуючих цитостатиків первинно асоціюється з пошкодженням ДНК та РНК, порушенням її полімеризації та редуплікації, сприяє утворенню дефектних форм нуклеїнових кислот [84]. Саме це призводить до того, що пацієнти з підвищеним рівнем хромосомних аберацій у лімфоцитах периферичної крові мають підвищений ризик розвитку вторинної злоякісної патології через багато років після завершення лікування [85].

Підґрунтям для розробки та вивчення ефективності ентеросорбції для зменшення мієлотоксичних проявів протипухлинної поліхіміотерапії стали досліди, проведені ще у 1976 році [62]. 69 собак було опромінено зовнішнім рентгенівським випромінюванням в дозі 525 Рад (5.25 Гр). Частині з них проводили сеанси гемокарбоперфузії, що дозволило покращити показник виживаності з 3,2 % до 68,4 % [62]. Беручи до уваги те, що сеанси гемокарбоперфузії потребують спеціального обладнання, стерильних умов, навченого персоналу, що не завжди можливо забезпечити, пошук більш простих та зручних методів детоксикації та мієлопротекції (мова йде про ентеросорбцію) був надзвичайно актуальним. І, враховуючи те, що протипухлинні цитотоксичні лікарські засоби є радіоміметиками, логічним стало застосування вуглецевих ентеросорбентів для пом’якшення побічних ефектів хіміо- та радіотерапії. 

На моделі цитотоксичної мієлодепресії, викликаної введенням мелфалану у дозі 3 мг/кг маси тіла піддослідної тварини, ми чітко продемонстрували виражений мієлопротекторний ефект нових розроблених у ІЕПОР НАНУ зразків ентеросорбентів. Застосування ентеросорбенту С1 супроводжувалося зростанням рівня лейкоцитів на 106,9 % (абсолютна кількість нейтрофілів зростала на 119,0 %, а лімфоцитів – на 92,4 % в порівнянні з тваринами, які отримали мелфалан). А при введенні ентеросорбенту С2 – загальна кількість лейкоцитів зростала на 350,0 % порівняно з тваринами, які отримували лише мелфалан, причому цей показник був на 117,4 % вищим порівняно з групою тварин, які як коригуючий чинник отримували С1. Отримані нами дані підтверджують результати дослідників, які були отримані на класичних волокнистих вуглецевих ентеросорбентах. Так ентеросорбція дозволила усім хворим з лімфогранулематозом, які проходили сеанси радіотерапії, пройти повний запланований курс лікування [61].

Підґрунтям для наших досліджень стали успішні експерименти на щурах з перевивною карциномою Герена, яким вводили циклофосфамід у дозі 100 мг/кг, а наступного дня давали синтетичний вуглецевий ентеросорбент СКН з питомою вагою 0,3-0,4 г/см3 [204].  Це наштовхнуло на думку, що нові покращені ентеросорбенти з більшою адсорбційною здатністю могли б мати більш виражену мієлопротекторну дію та застосовуватися для пом’якшення мієлотоксичних ефектів протипухлинного лікування. Власне отримані нами дані підтвердили цю гіпотезу. 

Також на тлі застосування ентеросорбентів С1 та С2 ми відмітили значне і достовірне зниження маркерів ендогенної інтоксикації МСМ1 та МСМ2. Так  групі L-PAM3+C1 вміст МСМ1 та МСМ2 був нижчим на 24,8 % та 20,7 %, а у групі L-PAM3+C2 – на 29,2 % і 25,4 %  відповідно. Відомо, що при злоякісних пухлинах спостерігається системне ураження організму продуктами метаболізму пухлин та її розпаду під впливом хіміотерапії, що сприяє розвитку у онкохворих вираженої ендогенної інтоксикації, яка теж обмежує проведення лікувальних заходів та може слугувати причиною смерті пацієнтів. Загальновідомо, що у таких хворих інтоксикація обумовлена як і власне злоякісним процесом, так і лікуванням (поліхіміотерапія, хірургічне втручання, променева терапія), направленим на деструкцію вогнищ злоякісного росту [335]. Синдром ендогенної інтоксикації в таких випадках має складну природу: це і розпад пухлини через нерівномірне кровопостачання, інтенсивне виділення нею продуктів спотвореного метаболізму внаслідок підвищення проникності мембран клітин пухлини, накопичення у організмі продуктів порушеного обміну речовин, індукованого пухлинною прогресією та її механічним впливом. Ситуація часто ускладнюється порушенням екскреторної функції нирок, дезінтоксикаційної і видільної функцій печінки та кишечника. Ще одним додатковим обтяжуючим фактором стає і агресивне лікування, в першу чергу, цитостатична поліхіміотерапія та опромінення, хірургічне втручання, які додатково сприяють утворенню продуктів розпаду злоякісних і нормальних тканин, сприяють утворенню вільних радикалів та активації оксидативного стресу [71, 131, 336]. Останній є невід’ємною частиною механізму дії багатьох протипухлинних лікарських засобів: генерація і запуск вільнорадикальних реакцій та пригнічення клітинного антиоксидантного захисту також слугують тригером для запуску цитотоксичного ефекту [337–339]. Враховуючи вище сказане, позитивний ефект ентеральної сорбційної терапії для зменшення проявів ендогенної інтоксикації, який ми підтвердили у наших експериментах, надзвичайно важливий. 
Виражений оксидативний стрес є типовою реакцією організму на введення алкілуючих цитостатиків за даними багатьох дослідників [43, 340]. Отримані нами результати досліджень також це підтверджують. Так, навіть на 8-у добу після внутрішньовенного введення мелфалану в дозі 3 мг/кг вміст ГПЛ все ще підвищений на 100,2 %, рівень ТБП у сироватці крові та печінці – на 126,6 % та 71,3 % відповідно порівняно з тваринами групи контролю, активність СОД знижувалася на 68,7 %, каталази у сироватці крові та печінки – на 26,5 % та 53,0 %. Вміст відновленого глутатіону у тканині печінки знижувався на 10,7 %, а церулоплазміну у сироватці крові – на 19,8 %. 

Ентеросорбенти С1 та С2 знижували вираженість оксидативного стресу, однак С2 проявив більш виражений позитивний вплив на баланс прооксидантно-антиоксидантної рівноваги. У групі L-PAM3+C2 рівень ГПЛ та ТБП у тканині печінки були нижчими на 25,4 % та 20,1 % відповідно, активність СОД печінки та каталази сироватки крові зростала на 107,3 % та 114,1 % відповідно у порівнянні з L-PAM+C1, що вказує на явні переваги ентеросорбента С2.  Ці дані узгоджуються з раніше опублікованими даними інших дослідників [61, 217, 335]. 

Багатофакторний груповий аналіз дозволив кількісно довести ступінь спорідненості між змінами окремих досліджуваних показників за дії С1 та С2. Як видно з рис. 9.2, 54,5% абсолютних значень біохімічних показників належить до факторів 1 і 2, причому представники кожної групи тварин локалізовані окремо від інших. Контрольна група найбільш відокремлена від інших груп, а показники груп тварин, які отримували сорбенти утворюють спільні кластери.
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Рис. 9.2. Багатофакторний груповий центроїдний аналіз показників при застосуванні мелфалану у дозі 3 мг/кг на ентеросорбентів С1 та С2.  

Примітки. C – група контролю, MF – мелфалан, S1 – ентеросорбент С1, S2 – ентеросорбент С2.

Стійка активація пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ) та розвиток оксидативного стресу лежать в основі «ракової диспозиції» (стану, що розвивається при «природному» перебігу пухлинного процесу) [336, 341]. Розвивається так звана «метаболічна інтоксикація» – накопичення надлишкової кількості токсичних проміжних та кінцевих метаболітів [200]. При проведенні масивної хіміотерапії також може розвиватися синдром лізису пухлини, коли велика кількість клітин пухлини гине, і продукти їх розпаду потрапляють у загальний кровотік [52]. Таким чином, проведення будь-яких терапевтичних заходів при лікуванні злоякісних новоутворень доцільно і необхідно супроводжувати призначенням засобів і методів детоксикаційної терапії, яка є важливим елементом терапії супроводу [342]. Ентеральна сорбційна терапія широко використовується для усунення проявів ендогенної та екзогенної інтоксикації різного походження [191, 207, 209, 223, 229], в тому числі в якості терапії супроводу при проведенні курсів протипухлинної поліхіміотерапії [200, 231, 237], для елімінації отрут та токсинів з організму [195, 343, 344]. Описані зменшення проявів нудоти та блювання під час проходження курсів хіміотерапії, при нирковій та печінковій недостатності, у гнійній хірургії [195, 335, 345–347]. Новостворений ентеросорбент С2 проявив достовірно більш виражений ефект на відновлення прооксидантно-антиоксидантного балансу при застосуванні мелфалану. Це свідчить, що модифікація структури вуглецевих сорбентів різного походження, їхньої пористості та адсорбційних властивостей дозволяє створювати спеціальні засоби зі специфічним призначенням та показаннями [348]. 
Починаючи з 1997 року гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор (Г-КСФ) та гранулоцитарно-макрофагальний колонієстимулюючий фактор (ГМ-КСФ) входять до клінічних протоколів лікування лейкопенії та нейтропенії, які розвиваються при протипухлинной хіміотерапії [28, 349]. Відомо, що у пацієнтів, в яких розвинулася нейтропенія внаслідок агресивної протипухлинної хіміотерапії чи підготовки до трансплантації стовбурових клітин, рівень доказовості щодо профілактичного застосування трансфузій гранулоцитів для попередження бактеріємії або фунгемії вкрай низький [350, 351]. Одним з таких може стати ентеросорбція, що власне підтверджується отриманими нами даними. Під впливом філграстиму та р-ГКСФ вміст лейкоцитів зростав на 57,0 % та 53,9 % відповідно порівняно з тваринами, яким вводили мелфалан. На інші гематологічні показники при монозастосуванні обидва середники не мали впливу, однак спостерігалась чітка тенденція до зростання чисельності тромбоцитів. Це свідчить про те, що ефективність препаратів Г-КСФ можна і треба посилювати. Так, поєднання філграстиму та ентеросорбенту С2 було максимально ефективним: вміст лейкоцитів зростав на 138,3 % у порівнянні з тваринами, які не отримували коригуючих чинників, та був достовірно вищим на 65,8 % у порівнянні з групою, яка отримували лише сорбент. Цей показник був вищим на 51,7 % відносно групи, яка отримувала лише філграстим та на 54,8 % – лише р-ГКСФ. Окрім цього, у групі 
L–PAM4+C2+філграстим спостерігалось зростання рівня тромбоцитів на 98,5 % порівняно з контрольною патологією, цей показник був достовірно вищим на 126,4 % відносно групи L–PAM4+філграстим та на 112,3 % вищим відносно групи L–PAM4+р-ГКСФ. 

За даними деяких авторів додаткова терапія препаратами Г-КСФ не завжди економічно виправдана [174], і може супроводжуватися розвитком суттєвих побічних ефектів [352], це свідчить про необхідність пошуку додаткових засобів та методів пом’якшення та попередження явищ мієлодепресії у онкохворих. Тому розробка вітчизняних біосимілярів надзвичайно важлива, адже може здешевити лікування та забезпечити ширший доступ до нього. Це, в свою чергу, дозволить пройти усі заплановані курси протипухлинної хіміотерапії. Ці дані також підтверджують клінічні мультицентрові дослідження, проведені у Литві з їх вітчизняним розробленим рекомбінантним Г-КСФ, які також продемонстрували хорошу переносимість препарату та добрий профіль фармакобезпеки у жінок з метастатичним поширеним раком молочної залози  [353, 354]
Комбіноване застосування ентеросорбції та гемопоетичного фактору філграстиму максимально ефективно сприяло зростанню кількості клітин усіх основних ростків крові. Так у групі L–PAM4+C2+філграстим абсолютна кількість нейтрофілів була вищою на 196,1 %, а лімфоцитів на 101,0 % у порівнянні з групою L–PAM4. Абсолютне число нейтрофілів у цій групі було вищим на 135,6 % у порівнянні з монозастосуванням ентеросорбенту С2, та на 83,8 % і 77,3 % вищим у порівнянні із застосуванням філграстиму та р-ГКСФ відповідно. 
Г-КСФ людини проявляє свою активність зв’язуючись зі специфічним трансмембранним рецептором, експресованим на різних гемопоетичних клітинах (стовбурових, мультипотетних клітинах-попередниках тощо). Через цей рецептор передається інформація всередину клітини сигнальним шляхом із залученням Янус-кіназ (Jak). При зв’язуванні Г-КСФ з рецептором, останній димеризується, Jak активується та трансформує рецептор, що дає можливість приєднатися до нього сигнальному білку-трансдуктору та активатору транскрипції (STAT). Jak/ STAT система передає інформацію від позаклітинних поліпептидних сигналів, через трансмембранні рецептори, безпосередньо до промоторів генів-мішеней у ядрі без участі вторинних месенджерів. Окрім Jak/STAT – опосередкованого шляху передачі сигналів, існують і додаткові шляхи, котрі дозволяють активувати інші транскрипційні фактори. 

Нами експериментально доведено, що вітчизняна версія рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору р-ГКСФ (розробка ІЕПОР НАНУ) за своєю активністю не поступається офіцинальному препарату філграстим. А комбінація ентеросорбента С2 з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Г-КСФ), філграстимом чи рекомбінантним Г-КСФ (р-ГКСФ) є більш ефективною, ніж їх монозастосування для корекції мієлодепресії та тромбоцитопенії, спричиненої довенним введенням мелфалану у дозі 4 мг/кг; має більш суттєвий нефропротекторний ефект, що проявлялося зниженням рівня креатиніну на 
15-16 % порівняно з препаратами Г-КСФ. Прояви оксидативного стресу послаблюються більш суттєво при комбінації обох чинників:  рівень ГПЛ та ТБП печінки були на приблизно на третину нижчі 30,6 % та 31,1 % відповідно, ТБП крові – на 48,1 %; активність СОД та каталази печінки зростала на 79,0 % і 41,2 % відповідно, рівень G-SH та ЦП– на 34,9 % та 24,5 % порівняно із філграстимом. Активність СОД та каталази були вищими на 41,5 % та 23,0 % відповідно у порівнянні із монозатосуванням сорбенту С2. Покращення мікроскопічної структури досліджуваних органів – тонкої кишки, печінки, нирок, селезінки та яєчок (спостерігається виражений гонадопротективний ефект), також було максимальним при застосуванні комбінації ентеральної сорбційної терапії та препаратів Г-КСФ.  

Комбінація рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору з ентеросорбентом С2 покращує мієлопротекторну та системну дію більш суттєво у порівнянні з дією кожного з агентів окремо. Такі ж ефекти ми спостерігаємо щодо структури досліджуваних органів – печінки, селезінки, яєчок, тонкої кишки та нирок.

Таким чином, комбіноване введення ентеросорбента С2 у поєднанні з гранулоцитарним колонієстимулюючим фактором (філграстимом) для корекції поліпатичних проявів, які виникають при введенні алкілуючого цитостатика мелфалану та цитостатичної мієлодепресії, яка розвивається, має ряд суттєвих та вірогідних переваг у порівнянні із монозастосуванням кожного середника. 
Беззаперечні успіхи, досягнуті у лікуванні онкологічної патології, поява нових лікарських засобів та рання діагностика забезпечили те, що сьогодні у світі зростає число людей, які «пережили» діагноз рак [13, 175, 355]. До 8 з 10 дітей та підлітків живуть п’ять років і довше, незважаючи на такий діагноз [356]. Тобто зростає кількість молодих людей, які вилікувалися. Більшість з них стикаються з віддаленими наслідками лікування, які негативно впливають на якість життя.  В тому числі мова йде і про розвиток неплідності, адже агресивна хіміотерапія, особливо алкілуючими препаратами, та вплив іонізуючого опромінення призводить до ураження гонад [22, 357–359]. Протипухлинна хіміотерапія є однією з причин і чоловічого і жіночого безпліддя. Апробованими методами збереження репродуктивної функції є кріоконсервація ооцитів/сім’яної рідини та/або кріоконсервація тканин яєчника/яєчка і їх трансплантація з наступним заплідненням in vitro або застосування інтрацитоплазматичної ін’єкції сперматозоїдів (ІКСІ) для досягнення результату [15, 163, 355]. Для жінок зберігання у кріобанках яйцеклітин можливе і у пубертатному періоді, адже вираженість гонадотоксичного впливу цитостатиків у жінок визначається наявною кількістю ооцитів у яєчниках [176]. 
Основні фактори ризику розвитку непліддя та навіть стерильності – опромінення всього тіла, застосування цитостатиків, особливо алкілуючих препаратів (табл. 9.1), хірургічне видалення репродуктивних органів, дитячий та підлітковий вік на час лікування, висока кумулятивна доза препаратів та їх комбінація, поєднання хіміотерапії з променевою терапією [60, 358, 360]. Гіперпродукція активних форм кисню призводить до розвитку оксидативного стресу, що в свою чергу викликає розриви ДНК, і, як наслідок, зниження фертильності на фоні пригнічення антиоксидантних систем та механізмів репарації ДНК [178, 361].
Таблиця 9.1. 

Потенціал деяких антинеопластичних засобів пригнічувати сперматогенез 

	Високий потенціал 
	Середній потенціал
	Низький потенціал 

	Циклофосфамід, іфосфамід, хлоретин, бусульфан, мелфалан, прокарбазин, дакарбазин
	Цисплатин, карбоплатин, доксорубіцин 


	Вінкрістін, метотрексат, дактиноміцин, блеоміцин, меркаптопурин, вінбластин


При цьому беззаперечну роль відіграє і системне виснаження антиоксидантних ферментів, які контролюють концентрацію активних форм кисню та, відповідно, і їх участь у регуляції клітинних процесів [362, 363]. У зв’язку з важливістю вільнорадикальних реакцій у розвитку побічних ефектів ад’ювантної або неоад’ювантеої терапії останнім часом багато уваги надається можливості застосування редокс-модулюючих терапевтичних стратегій при проходженні лікування [350, 364]. 

Отримані нами результати гістологічного дослідження яєчок при застосуванні мелфалану та доксорубіцину вказують на гонадопротекторний ефект ентеральної сорбційної терапії, який посилювався при комбінуванні ентеросорбента С2 з  препаратами Г-КСФ. Ці дані можуть бути пояснені як прямими так і дистантними ефектами ентеросорбції. Ентеросорбент С2, завдяки своїй розгалуженій структурі пор та наявності значної кількості мезопор, забезпечує адсорбцію продуктів проміжного обміну, продуктів надмірної оксидації білків та ліпідів та прояви пошкодження мембран клітин. Щодо дистантних ефектів – за рахунок розвантаження основних детоксикуючих органів, покращення функції печінки та нирок – спостерігається відновлення окисно-відновного балансу, що проявляється зниженням  рівня вторинних продуктів ПОЛ та зростанням активності ферментів ендогенного антиоксидантного захисту СОД та каталази.   


Також ми досліджували процеси апоптозу та некрозу лімфоцитів і нейтрофілів за допомогою проточної цитофлуометрії. Встановлено, що при моно- чи комбінованому застосуванні ентеросорбенту С2 і філграстиму відсутні достовірні зміни відсоткового співвідношення лімфоцитів на стадії раннього чи пізнього апоптозу в порівнянні з групою щурів, які отримували мелфалан без препаратів корекції. Щодо нейтрофілів спостерігається така ж закономірність. Таким чином, ми можемо зробити висновок, що застосування чинників корекції не знижує проапоптотичної активності мелфалану, та не впливає на його канцеростатичні ефекти. 

При дослідженні можливостей поєднаного застосування ентеросорбенту С2 та р-ГКСФ, синтезованого ІЕПОР НАНУ, при застосуванні мелфалану в дозі 5,5 мг/кг було встановлено, що у групі тварин, які не отримували препаратів корекції загибель тварин склала 71,4 %. Серед тварин, які отримували р-ГКСФ загинула така ж кількість тварин, а при введенні ентеросорбенту С2 – кількість загиблих щурів склала 57,1%. Отже, застосування одного лише гранулоцитарного колонієстимулючого фактору на фоні високих доз алкілуючого цитостатика мелфалану не запобігає загибелі піддослідних тварин. У групі тварин, котрі на фоні введення цитостатика отримали курс ентеросорбції у поєднанні з Г-КСФ загибель тварин не спостерігалася. Таким чином, ми спостерігаємо чітку тенденцію до запобігання летальності експериментальних тварин при введенні високої дози L-PAM 5,5 мг/кг.

У цілому, комбінація ентеросорбенту С2 та препарату рекомбінантного гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору проявляє суттєво вираженішу мієлопротекторну та системну захисну дію у порівнянні з окремим впливом кожного з агентів.


Сучасні схеми та клінічні протоколи лікування серцевої недостатності включають лікарські засоби з різних фармакологічних груп: інгібітори ангіотензинперетворюючого ферманту (іАПФ), антагоністи рецепторів ангіотензину ІІ (АРАІІ), бета-адреноблокатори, блокатори мінералокортикоїдних рецепторів, інгібітори неприлізину дозволяють добитися клінічного покращення у майже до 40% пацієнтів з дилятаційною кардіоміопатією та з серцевою недостатністю зі зниженою фракцією викиду лівого шлуночка, що проявляється покращенням показників фракції викиду та геометрії серця [365–367]. Проведені клінічні випробування TRED-HF trial довели, що мова йде про ремісію, але аж ніяк не про зворотній розвиток патології [368]. Одним з перспективних методів лікування серцевої недостатності зі зниженою фракцією викиду розглядалася трансплантація мезенхімальних стовбурових клітин, отриманих з пуповинної крові або кісткового мозку. Однак 2 фаза клінічних випробувань показала відсутність переваг практично по усіх досліджуваних параметрах [369]. Тож питання лікарських засобів та методів ефективної репарації кардіоміоцитів залишається відкритим. 

Застосування ентеральної сорбційної терапії пом’якшувало прояви функціональної неспроможності серця, печінки та нирок при субхронічній доксорубіциновій токсичності. Так, активність ферментів АсАТ, КФК-МВ та АлАТ знижувалася на 22,2 %; 13,2 % та 15,8 % відповідно. Рівень загального білка зростав на 30,1 %. Вміст креатиніну та сечовини був меншим на 16,9 % та 14,2 %, водночас рівень МСМ1 та МСМ2 знижувався на 32,1 % та 27,4 % відповідно у групі DOX+C2 у порівнянні з тваринами, які не отримували чинників корекції. Показники тварин групи DOX+C2+філграстим також достовірно відрізнялися від щурів групи DOX: знижувалася активність ферментів АсАТ (на 26,3 %), КФК-МВ (на 17,0 %) та АлАТ (на 20,4 %). Рівень загального білка зростав на 33,7 %. Вміст креатиніну та сечовини був меншим на 19,6 % та 13,8 %, водночас рівень МСМ1 та МСМ2 знижувався на 35,0 % та 33,2 % відповідно в групі DOX+C2+філграстім у порівнянні з тваринами, які не отримували чинників корекції. Застосування сорбційної ентеральної терапії та її комбінації з філграстимом сприяло зменшенню цитокінового навантаження: вміст TNF-α та IL-1ß був нижчим на 26,5 % і 20,5 %, та 29,8 % і 25,1 % у групах DOX+С2 та DOX+філграстим+С2 відповідно у порівнянні з тваринами, які не отримували препаратів корекції. 

Застосування ентеральної сорбційної терапії з ентеросорбентом С2 сприяло відновленню окисно-відновного балансу: знижується рівень ТБК-активних продуктів – на 28,6 %; 26,0 % та на 38,2 % у сироватці крові, тканинах печінки та серця. Водночас зростає активність ферментів антиоксидантного захисту та вміст глутатіону: активність СОД у печінці зростає на 47,9 %, у серці – лише на 14,5 %; каталази – на 35,8 % та на 32,9 % відповідно в печінці та серці; вміст глутатіону в серці зростає на 51,2 %. Отримані нами результати узгоджуються з раніше опублікованими даними інших дослідників [61, 196, 335]. Відомо, що міокард має обмежений потенціал для регенерації та проліферації, адже кардіоміоцити є високоспеціалізованими та високодиференційованими клітинами. Окрім того у серцевому м’язі низький рівень ендогенних ферментів антиоксидантів як каталаза та СОД, тобто низький потенціал для боротьби з оксидативним стресом, що є надзвичайно важливим як для патогенезу серцево-судинної патології, так і для реалізації побічної дії протипухлинних лікарських засобів [70]. 

Ми вивчали також насосну функцію серця, систолічну та діастолічну складові його роботи. Результати дослідження показали, що на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності різко порушувались практично усі досліджувані параметри кардіогемодинаміки. Показники систолічної функції (фракція викиду, ударна робота, лівошлуночкова максимальна жорсткість (Emax), кінцево-систолічний тиск) демонстрували чітку тенденцію до зниження. Максимальна потужність, зрівноважена на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP) знижувалася на 57,6 % порівняно з контролем, що свідчить про погіршення насосної функції серця та, відповідно, скоротливості. Планіметрія серця засвідчила про розширення порожнини лівого шлуночка (ЛШ) та зростання площі його ендокардіальної поверхні. Кінцево-діастолічний об’єм достовірно зростав на 54,6 %, у той час як показник пікового підвищення тиску в камері ЛШ (dPdt max) демонстрував тенденцію до зниження, так само як і показник Тау за Вайсом (ізоволюмічна константа розслаблення міокарда). Водночас показник V@dP/dtmax (об’єм лівого шлуночка в момент максимальної швидкості зміни тиску), який показує об’єм шлуночка під час систоли в момент найбільш ефективної роботи шлуночка по зміні тиску зріс на 73,3%. А показник V@dPdt min (об’єм лівого шлуночка в момент мінімальної швидкості зміни тиску) зріс на 81,9 %. Це вказує на наявність діастолічної дисфункції на тлі застосування доксорубіцину. Отримані нами дані підтверджуються результатами досліджень in vitro Лінник О.О. та співавт. Доксорубіцин викликав значні зміни всіх показників скорочувальної активності неонатальних кардіоміоцитів: збільшення частоти спонтанних скорочень, порушення ритмічності скорочень, зниження та вкорочення амплітуди, підвищення максимальної швидкості скорочення і розслаблення [102].

Серед 26 змінених параметрів кардіогемодинаміки в 19 була чітка тенденція до покращення під впливом ентеросорбції. Особливо важливо відмітити зростання показників фракції викиду та ударної роботи, які є маркерами ефективності насосної функції серця. Таким чином, ми можемо зробити висновок, що застосування ентеральної сорбційної терапії сприяє відновленню та нормалізації параметрів кардіогемодинаміки, які порушуються на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності.
За результатами проведених експериментальних досліджень нами отримано нові дані і поглиблено існуючі уявлення про механізми розвитку побічних ефектів цитотоксичних протипухлинних лікарських засобів (цисплатину, мелфалану та доксорубіцину) в експерименті та доведено ефективність їх корекції за допомогою ентеросорбції із застосуванням волокнистого вуглецевого ентеросорбента Карболайн та гранульованого ентеросорбента С2 (насипна вага 0,18 г/см3, розмір гранул 0,15-0,25 мм, площа поверхні пор за BET становить 2162 м2/г, площа мезопор - 565 м2/г) і препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору, особливо при їх комбінованому використанні. Нами вперше доведено ефективність комбінації Г-КСФ та ентерособції для мієлопротекції при застосуванні цитостатичних лікарських засобів. Окрім того, потрібно підкреслити, що така комбінація не стимулює ріст перевивних пухлин та не зменшує протипухлинну активність алкілуючого цитостатика мелфалану. 

ВИСНОВКИ

У дисертації наведено вирішення наукової проблеми, що полягає в пошуку ефективних засобів для пом’якшення проявів побічної дії протипухлинних лікарських засобів (цисплатину, мелфалану та доксорубіцину), доведена ефективність вуглецевого волокнистого ентеросорбенту Карболайну та розроблених оригінальних засобів гранульованого вуглецевого ентеросорбенту С2 та рекомбінантного гранулоцитарного колоніє-стимулюючого фактору (р-ГКСФ) при їх окремому і сумісному введенні для корекції токсичних ефектів антинеопластичних лікарських засобів без зменшення їх цитостатичного та протипухлинного ефекту. Вперше продемонстровано, що ентеральна сорбційна терапія у поєднанні з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору значно переважає їх монозастосування та має синергічні ефекти. 

1. Волокнистий вуглецевий ентеросорбент Карболайн у щурів з перевивною карциномою Герена знижує інтенсивність проявів системної токсичності протипухлинного засобу цисплатину і наслідків розвитку пухлини та проявляє нефропротекторну дію. Це підтверджується покращенням гістологічної структури внутрішніх органів та нормалізацією їх відносної маси, зменшенням втрати маси тіла в щурів з (9,4±4,1) % до (7,4±3,6) % та нормалізацією показників рівнів креатиніну, сечовини та активності АсАТ. 

2. Карболайн на тлі введення цисплатину запобігає летальності тварин та сприяє зменшенню маси перевивної карциноми Герена (з 37,2±9,5 г до 1,3±1,6 г) та її проростанню елементами сполучної тканини. Це свідчить про те, що волокнистий вуглецевий ентеросорбент Карболайн не лише не зменшує протипухлинну активність цисплатину, а й навіть дещо її посилює. 

3. Гранульований вуглецевий ентеросорбент С2 (γ=0,18 г/см3, розмір гранул 0,15-0,25 мм, питома площа поверхні SBET=2162 м2/г) переважає енетросорбент С1 (γ=0,28 г/см3, розмір гранул 0,15-0,25 мм, питома площа поверхні SBET=1719 м2/г) за багатьма досліджуваними параметрами та демонструє достовірно більш виражений мієлопротекторний та нефропротекторний ефекти, сприяє відновленню і активації основних ланок антиоксидантного захисту. Так, С2 переважає ефекти С1 щодо зростання кількості лейкоцитів на 117,4 %, і абсолютного числа нейтрофілів і лімфоцитів – на 71,5 % та 151,8 % відповідно; вмісту ГПЛ та ТБП у тканині печінки – на 25,4 % та 20,1 % відповідно, щодо активності СОД печінки та каталази сироватки крові – на 107,3 % та 114,1 % відповідно. Застосування ентеросорбенту С2 призводить до максимально виражених позитивних зрушень у морфологічній структурі тонкого кишечника та нирках піддослідних тварин, а також у сім’яниках та селезінці.

4. Комбінація ентеросорбенту С2 з препаратами гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору (Г-КСФ), філграстимом або розробкою ІЕПОР НАНУ рекомбінантним Г-КСФ – р-ГКСФ, більш ефективна, ніж їх монозастосування для корекції мієлодепресії, спричиненої внутрішньовенним введенням мелфалану в дозі 4 мг/кг. Так, чисельність лейкоцитів зростає на 138,3 % у порівнянні з тваринами, які не отримували коригуючих чинників, та достовірно вища на 65,8 % у порівнянні з групою, яка отримувала лише сорбент. Цей показник вищий на 51,7 % та 54,8 % відносно груп, яка отримували лише філграстим та р-ГКСФ відповідно. Окрім цього, у групі L–PAM4+C2+філграстим спостерігається зростання рівня тромбоцитів на 98,5 % порівняно з контрольною патологією. Цей показник достовірно вищий на 126,4 % відносно групи L–PAM4+філграстим та на 112,3 % вищий відносно групи L–PAM4+р-ГКСФ. Абсолютна кількість нейтрофілів вища на 196,1 %, а лімфоцитів на 101,0 % у порівнянні з групою L–PAM4, на 135,6 % у порівнянні з монозастосуванням ентеросорбенту С2, та на 83,8 % і 77,3 % вища в порівнянні із монозастосуванням філграстиму та 
р-ГКСФ відповідно.

5. Перевага комбінації препаратів проявляється більш суттєвим нефропротекторним ефектом (рівень креатиніну знижується на 15,8 % порівняно з тваринами групи L–PAM4+філграстим та на 16,7 % у порівнянні з групою L–PAM4+р-ГКСФ). Спостерігається зниження рівня продуктів надмірної ліпопероксидації: рівні ГПЛ та ТБП печінки знижуються на третину (30,6 % та 31,1 % відповідно), ТБП крові – на 48,1 %; активність СОД та каталази печінки зростає на 79,0 % і 41,2 % відповідно, рівень G-SH та ЦП – на 34,9 % та 24,5 % у групі тварин, які отримували комбінацію препаратів, у порівнянні з монозастосуванням філграстиму. У групі тварин, які отримувала обидва середники рівень ГПЛ нижчий на 31,8 %, ТБП у печінці та крові – на 34,3 % та 49,2 % відповідно; активність СОД зростає на 80,7 %, каталази печінки – на 43,2 %, вміст глутатіону – на 36,0 %, церулоплазміну – на 34,5 % у порівнянні з групою тварин, які отримували 
р-ГКСФ. Активність СОД та каталази вищі відповідно на 41,5 % та 23,0 % у групі L–PAM4+C2+філграстим у порівнянні з групою L–PAM4+C2. Покращення мікроскопічної структури досліджуваних органів – тонкої кишки, печінки, нирок, селезінки та яєчок, також максимальне при застосуванні комбінації ентеральної сорбційної терапії та препаратів Г-КСФ.

6. Розроблений вітчизняний аналог Г-КСФ, р-КСФГ при внутрішньовенному введенні мелфалану в дозі 4 мг/кг за своєю дією не поступається офіцинальному препарату філграстиму, про що свідчать досліджувані гематологічні, біохімічні та морфологічні показники, які максимально наближаються до цифр, отриманих при застосуванні філграстиму. Окрім того, комбінація р-ГКСФ з ентеросорбентом С2 має більш суттєву мієлопротекторну, системну та гонадопротекторну дію в порівнянні з монозастосуванням кожного з агентів окремо та запобігає летальності піддослідних здорових тварин при введенні мелфалану в дозі 5,5 мг/кг. 

7. При застосуванні препаратів Г-КСФ та ентеросорбції спостерігається чітка тенденція до зниження летальності щурів з перевивною карциномою Герена. Комбінація засобів сприяє достовірному гальмуванню росту пухлини. Мієлопротекторна активність комбінації засобів корекції переважає їх монозастосування, що супроводжується зростанням чисельності лейкоцитів з (0,6±0,1)×109/л до (1,7±0,3)×109/л (при вихідних цифрах (13,9±1,9)×109/л), відсотка гранулоцитів з (4,2±4,0) % до (12,5-14,9±3,0)% (у пухлинному контролі (16,1±1,4) %); та рівня тромбоцитів – у 3-4,2 раза. 

8. Застосування ентеральної сорбційної терапії пом’якшує побічні ефекти при субхронічній доксорубіциновій токсичності, що проявляється покращенням гематологічних параметрів, функції нирок (нормалізуються рівні креатиніну та сечовини), зниженням показників ендогенної інтоксикації. Застосування ентеральної сорбційної терапії з ентеросорбентом С2 сприяє відновленню окисно-відновного балансу: знижується рівень ТБК-активних продуктів – на 28,6 %; 26,0 % та на 38,2 % у сироватці крові, тканинах печінки та серця. Водночас зростає активність ферментів антиоксидантного захисту та вміст глутатіону: активність СОД у печінці зростає на 47,9 %, у серці – лише на 14,5 %; каталази – на 35,8 % та на 32,9 % відповідно в печінці та серці; вміст глутатіону в серці зростає на 51,2 %.

9. Додаткове застосування філграстиму до курсу ентеросорбції на тлі субхронічної доксорубіцинової токсичності сприяє покращенню мікоскопічної структури серця, нирок та яєчок і зниженню рівня прозапальних цитокінів (вміст TNF-α та IL-ß знижується на 26,5 % і 20,5 %, та 29,8 % і 25,1 % у групах DOX+С2 та DOX+філграстим+С2 відповідно у порівнянні з тваринами, які не отримували препаратів корекції). Комбінація чинників достовірно переважає їх монозастосування щодо показників ТБК-активних продуктів у тканинах серця та активності каталази в серці і сироватці крові. 

10. Доксорубіцин у сумарній дозі 20 мг/кг викликає погіршення показників кардіогемодинаміки, а саме систолічної функції (фракції викиду, ударної роботи, лівошлуночкової максимальної жорсткості (Emax), кінцево-систолічного тиску); насосної функції серця (максимальна потужність, зрівноважена на переднавантаження (Preload adjusted maximal power, PaMP) знижується на 57,6% порівняно контролем); та діастолічної дисфункції (кінцево-діастолічний об’єм зростає на 54,6%, об’єм лівого шлуночка в момент максимальної швидкості зміни тиску (V@dP/dtmax) – на 73,3%, а аналогічний показник в момент мінімальної швидкості зміни тиску (V@dPdt min) – на 81,9%). Отримані дані підтверджуються показниками планіметрії серця. 

11. Застосування ентеральної сорбційної терапії має виражену тенденцію до нормалізації досліджуваних показників кардіогемодинаміки. З 26-и досліджуваних параметрів, які були змінені під впливом доксорубіцину, переважна кількість, а саме 19, демонструють тенденцію до нормалізації під впливом сорбційної ентеральної терапії.

12. Теоретично обґрунтована та експериментально доведена доцільність комбінованого застосування препаратів гранулоцитарного колонієстимулюючого фактору та нового синтезованого ентеросорбенту С2 для пом’якшення побічної дії цитотоксичних протипухлинних лікарських засобів; доведено виражений мієло-, нефро-, та гонадопротекторний ефекти застосованої комбінації.
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Saninysau Kadeapy dapuaxonorii %
J-p Mex. Bayk, npodecop BUL Ty sy
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Tepunit npopextop
Fepnoniabc ki acpamii

1. Tponowmis ns  wnposavkenns: GACTOCYBAHHS TPAHYJIOUMTAPHOIO
KOJIOHIECTUMYJIOOTO ~ ®AKTOPA ~ TA  EHTEPOCOPBLUI  JUlsi  KOPEKLUT
LATOCTATHYHO! MIEJIOJENPECID.

2. Veranoma-pospoBHk: IHCTHTYT excllepHNCHTATHHOT aTonorii, onKooril | pazioSionori iveri
P.€. Kaneusworo HAH Vapaim, sitin (isxo-xinismmm Mexawiavin copouifinoi aetoxcmsar,
B2 MeXaniswiB mpoTHIYXTHHHOT Tepanil, By, Bacunbiscexa, 45, 03022, w. Kis;

JIBH3 Tepronimennli epasuit Merawnti ywiseponrer iveri 151 Topasencororo MO3
Vkpaiiy, xaenpa apwaxonorii 3 knimiunow dapuaxonoricwo, Maiizan Bori, 1, 46000,
. Tepwoni.
3. Jiwepean indopwanit:

1. lilessyx 0.0., Tocoxona KA., Cinopero A.C., Yexyn B, Hixonaen BI. Bunswne
YTIEPOHOTO SHTEPOCOPOEHTA Ha (PYHKIIIO TIeHH TpH MpiveHeHii wedirana / Cooprmx.
Crarell WayUHO-TPAKTHYCCKOR KONDCPONUNH C MCKIYNIPOTNLN YWACTHEM CAKTYTBHHE
BOPOCH! IKCIICPUNEHTAIBHOR  KikHiccKolt oposormiy (30 ~ 31 was 2013 roma,
. AKtoie, Kasaxcran) // Meswumickitt ypuax 3anazworo Kasaxerana, — 2013, - Ne 1 (37)
-C.253-255

2. Wensyk 0.0, Tocoxosa K.A., Bapaaxiscea K1, Hixonacsa B.B. Mowmmocri copéuith
epari 114 3weHueHHA MOBIB NOGisHOT il arKiyIOuAX wTOCTaTKIs // IGipHAK NaTEpiais
ACYMKOBOT  HayKOBO-TpaKTIUHOT  Kowepenli  «AKTyTMNl  mTawAs  Genesworo
sactocysaiis aikim (17-18 %owrwa 2013p., w. Tepwonias). - 2013 - C. 6566

3. Wepsyk 0.0, Tocoxosa KA. Cutopenxo OC., Uexyn B., Hixonacn BT Bumm
exrtepocopGenTy Cl Ha 7eAKi TOKASHWKH OKCHIGTHBHOTO CTPECY Ha Tii 3acrocysats
Nendanay // 30ipHnx watepiaris rizeywKoRoi HayKoBO-npaxTIHINOF Komepeni <3200y TN
KTFISHOT Ta eKcrIepiERTaTEHOT ey (18 Sepais 2013 p., w. Tepronie). — 2013. —
cise

4. Bajona YETaHOBa, KA NPOBONNTH BpORATKeNN: Kadexpa naronorinmno isiosorii JIBH3
«Teproninscskuii acpwami exwnuii yuineperter ineni |5 opoasencsxoro MO3 Vipaisn.
'BIIPOBLTKEHIA B NABATEHIH NPOIIEC OTPIVAHX PESYTSTATIR Y TeNi eKIIH T IpAKTIHHINX 3ameTs
larorenna xix xiviannx gaxtopiss, «larogisionoris xrimwn. Tomkomwenns Kairmy,
TlaTodisionoris CHCTEMH KpORD». BHKOPHCTANNA Pesy/ToTaTih A0CTLDKEHS B HABTATOHONY MpOLCEi
A0SBOAHTE NOTAHGHTH SHANKA CTYACHTIB 3 TTAMS AT posmiTKy Miconenpecii Ta
VPUKCHHA  ULTYHKOBO-KHIUKOBOTO  TPAKTY NpH  mponcacHi  noaixiviotepanii  aaoaKictnx
WoBoyTBOpert. -

5. Jaywaenu Ta POROINIIT: Ke BHOCHTNGH.

O6roBopeno Ta 3aTHEPAKCHO Ha 3acizanki Kaenpu (nporoxon N/ win &AM#ZDU P)

iorori

Sasiaysa aeapn narooriwwof isiosorit

2op ven. KayK, npodecop NEE 12 % 10,1 Bowzapenxo
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TepHONITLCHKOrO HAILIORATHHOTO MEAHHOrO.

Marepiaiin HayKoBX 06T UK, M0teHTa Kadeapu Gapmakororii 3 kil HORENakooTico

THMY ivteni 151 TopGasenchroro lllensyk O.0. b HayKoso-enarorismiii mpotec

1. Hussa nponosumuii s nposakenn: (JICTOCYBIN  BYTICCHX  €HTepocopOenTis 10
ApENpaTiB TpAHYAOLHTApHOTO KOROMICCTINYTIONONOTO (paKTOpa 1A MererI MpoAbia MOGHIOY AT
pOTHOYX T AIKAPCKI 3C00iB (€KCTPINENTATBHE AOCLACHIS).

2. Jaaan, ne npowexewa pospooka, aspeca, NI awropin: Tepuonimseniuii wanionaimmmnii
el yninepoarer iveni 1.5 TopGasescskoro MO3 Vipainn, xadeapa hapwaxonorii 3 xinisnono
dapwaxonoricio, 46001, w. Tepwonits, Maizan Bosi. 1, zouenra saeapn Llenuys 0.0,

3 laepe inopyanii:

1. Shevehuk, 0. ., Posokhova, K. A., Todor, 1. N., Lukianova, N. Y., Nikolaev, V. G.. & Chekhun,
V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatmen with enterosorbent and granulocyte
colony-stimulating factor. Experimental oncology, (37.2), 135-138.

2. Gerashehenko, B. 1., Todor, 1. M., Shevehuk, 0. 0., & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalar-induced
cytotoxicity in the bone marrow of rats by flow cytometry measurements. International Journal of
Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78,

3. Shevehuk, 0. O. (2019). CTpyKTypa peoprakizaia nesiK, CupisHena MendaIaHON, Ta Ip
KOPEKIif MPENapaTaNIt TPAy TONITAPHOTO KOTOHICCTINY.TIOKNOTO (BAKTOPG | eRTepocopdicio. 3100y TK
Kainiswoi § exenepivenansiol vexmunmn, (4). 161166

4. Jle i xoam nnpobaxkeno: y Haysono-neraroriumii nponec Kadhepi OMK0AOTi, npoverenoi
siarvocTukn | Tepanii Ta pamianifnoi meanuIAM TepHONITLCHKOMO HAUIOHATHHORD  MEANHOTD
yuisepcurery ineni 151 TopGasescokoro MO3 Vipain y 2018-2019 nansasnowy po

5. Pesyantar suponavenns: TIponeiennM eXCTIEPHNSHTATLINH J0CTLTACHIANN BCTAHORIENO
cextusiicn,  KowGinuii  BYTIUCENX  HTEPOCOPOEHTIB T4 MPENIpaTIB  TPAHYIOWMTAPHOTO.
KOTOHIECTMY T10I00r0 (bascTopa 1 mos skl Mool i MPOTHY XTI AiKapebKiry 3ac00is.
'BIKOPHCTAHHA OTPHNAHIX PE3yILTATIB B HABSATLONMY MpOIeE] Z0IBOHTE MOTIHGHTH HANNA CTY.IENTID
3 mTa MpOIAKTHKH T AiKyBaHS MOGIHOT A IpOTHIYXTMHHIX AiKApCBKIT 32€05in.

6. Jayakernis Ta nponosui
Ofrosopero Ta saTepKeo wa saciaani Kadenph oxoTori, povenenoi rarnocTik i Tepani Ta
paianifiol MexHuHH TepHONLTLCEKOTO HALIOHTSHOTO MEAHIHOTO yHiBepenTery iveri
181 TopGasescexoro MO3 Vpaitu, nporoxon Ne /4. sin 74,20 [ p.

Hevac.

Bianowiaaamuii 3a buposavkens:
Saniaynas Ka(eAPH OHKOAOFT, MPONEHEBO] iaroCTHKH i Tepartil

a paiaiiiof eI TepHONILEHKOro RatioNAT 0T =
wezwnoro yvinepeirrery iveni 1. FopSasencskoro MO3 Ypai 2
4
2p we. Hayk, npodecop [ /ﬂ/ LiL. Tanaitayk
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AKT BIPOBA/IKEHHS

MaTepiania HayKOBHX A0CTITKEHS f0UEHTA KaeapH GapMEKOIOTii 3 KiiuHOI0 dapmaKonorieio
THMY ieri 151, opoasencaoro Llensyx 0.0. » nayxoso-nexaroriwuuii npouec

1 Hua mpomowmui a1 suposamenus:. (Gacrocyvauis syrieucsis eitepocopleiin 1
e e T
poTHRY XA AiKAPELKIX 2COBiB (SKETEPHTATLE AOCKENIL).

2. 3axaan, ae mpovenena pospobia, anpeea, IIIE awtopin: Tepnonitscsui nauiomaskii
weuwuani yuisepeirer imeni 151 TopBaencukoro MO3 Vipain, sacbeapa papwaxonorii 3 kaistisnior
‘papuaxororieio, 46001, . Tepronie, Maiiaan Bosi, 1, touerra Kadenph lilesayk 0.0,

3 wepena inopautic

1. Shevchuk, . 0., Posokhova, K. A., Todor, 1N, Lukianova, N. Y., Nikolaev, V. G., & Chekbun,
V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent and granulocytc
colony.-stimulating fator. Experimental oncalogy, (37.2), 135-138.

2. Gerashehenko, B. 1, Todor, L M, Shevehuk, . 0., & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalar-induced
eytoloxiity in the bone marrow of rais by flow cytometry measurements. Intenational Journal of
Medicine and Medical Rescarch, 4(2), 72-78

3. Shevehuk, 0, O. (2019). Crpyxrypsa peopranisauia mesine, crpniena Neagaranow, Ta npi
KOpEKIT TPEAPTIMH FPAYROLITAPHOTO KOOMICCTINMYOKOTO (DUKTOPai iTEpocopGEo. 3106y
BT ekcTepHMEHTaTHOT MemLN, (4), 161166

4. Jle i ko uponazkeno: y Hayvomo-nesarorimni npouce xabexpit dyionanunci i
TGOPITOpHOT  iarHocTHKH  TEpHONIALCHROT0  HANIOHATLNOTO  NEHIOTO. Yvineporrery  ieni
151 FopGieacuoro MO3 Viai y 2018-2019 nasassony pou

5. PesyabTaT ppOBADNCnIR: 2013 iDOPHALA IPHCBALEHa AXTYQAHONY MHTAHIK dapNaKoROriE
TIpoBesemHNH  KCTDHNCHTATOHINH  AOCHDRCHIAM  BCTINORICHO  cpexTumiicTs  KouGiau
ByTaCUCBIX eHTEpocOpGeNTiD Ta MpenapaTis TPARYAOUITAPHOTO KOOHIECTIMYIIOIONORD Bakropa a1n
oMK OGO T IpOTHIY XTI TKIPCLIY 33€08. BIIKOPHCTAINA OTpAMANAX PRy LTarin
' HADSATLHONY TIOUGE] AO3DOHTS TIOTHGIH IR CTYCHTiA 3 T NpOASKTIN T2 AikysatTn
i AT HpOTHYXTUIIIN KapESKIX 33606,

6 3aypwenns Ta mponosmu: nevec

O6romopeno T saraepmxeno wa sacizaii KaepH pyuKiionaIKIGH § AaGopaTopol et

Teprionimscaxoro. watoRaTHoTo wemmmoro. yuiscpeirery iveni LA opSascncstoro MO3

Vagainn, npotowon N 65 winh 26,

Bianosixaabuii 3a suposaTKenns:
Sasiaysas Kadpeapi (yresitionao i 1aGopaTOpHOT AiarHoCTI
‘TepHOTITACKOTO HALIOHATLHOTO METHSHORD YiiBepaiTeTy.

e 11, FopBaricseskoro MO3 Vpaitan )
i Momogicen (ﬁ/ﬂa M Mapyutax




[image: image129.png]asaievii
BAM. lsopinn
pUECAY

aTepiauTin JcepTaiiiol oGOTH 10 HARATEHOFO HpoLCey

1. Hassa nponoswuii /uis BupoBasenns: (3aCTOCYSNNA TIDENIPITIE [paYIOITIPHOrD
KOTOHIECTIMYTOIOUOTO (AKTOPR Ta BYTIEISHEX eHTEpOCOPOENTn 11 Koperitil wrTocTaTiiol
vieozenpeciin (excniepueranbie ocT DReNIR).

2. 3uctan, 2 mponerena pospotka, arpeca, MB awvopin: JIBH3 «Tcpronimcsit
sepmaBmni wexrm ywinepenter ivew 15 Topbavencexoro M3 Yepaisi, kaipeapa
apuasonorii 3 krinimoio Gapwaxoorico, 46001, . Tepnonims, Maiizan Bosi, 1. onerra
xadexp Lemyic 0.0.

3. Jikepean indpopyanit:

1." Shevehuk, 0. 0., Posokhoa, K. A., Todor, 1. N.. Lukianova, N. Y., Nikolacv. V. G. &
Chekhun, V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent
and granulocyte colony-stimulating factor. Experimental oncology, (37.2), 135-138.

2. Gerashehenko, B. L., Todor, 1 M., Shevehuk, O. 0., & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalan-
induced cytotoxicity in the bone marrow of rats by flow cylomelry measurements. International
Joumnal of Medicine and Medical Rescarch, 4(2). 72-78.

3. Shevchuk, 0. 0. (2019). Crpyxrypra peopranisanis i, crpiriena verazanoy. Ta
NpH  Kopexuil mpenapuam  rpayiowTApRORO  KonomiccTIymoionor0  dpaktopa i
extrepocopOicio. 3100y i iAol excriepnverTansio v, (4). 161-166.

4. Jle | KoM BUPOBATENO: Y HayKOBO-TEAIR O MPOLIeE K DH eKCTIEPNCHTATEHO Ta
Kol dapwaxonorii 5 Kaiwiaoro iryooricio T2 aneprotoricio y 2018-2019 namsarkoNy
poui

5. PesyauTar mponAvKenns: [ana iHQODNAA NDHCHRICH AKTYATHHOMY DHTATO
(papvarororit. [Ipone eI eKCIEPNEITATHIIN AOCTLTREHHAM BCTAHORTEHO eieKTHuHiCTS
sowGinawii  myrienemrx  emcpocopbentin  Ta  Npenapatin  rpaRyIOWITApiOro
KooiceTIMy OO0 baxTopa  mp excrepiveNTaTHA  NicT0zTpecit,  CnpueHil
aninyiouns wToCTaTHXOM MeGaTaoN. BKOPHETaNIR OTDIMAHIX PE3yBTATIA b HARIATbHOMY
~npotcci A03BONHTL, MOTAHGTH AR CTYAGHTIN 3 MHTAHS MPOUIAKTIKH Ta TiKyBAHHA TOGIAHOT
i npoTany T AiKapesrx sacoi.

6. 3aypamenns Ta nponosmi: nevac

‘OGrOBOPeHO Ta SATBEPIHEHO Ha SaCiTAH KADEAPH EXCTICPINCHTATHHOI Ta KINISHGT papuaKonorii s
wisH0I0 MryHoTOricio Ta aeprosoricio, npotokon No 3 pia «l 1y xonti 2019 p.

Bianonizaunmil sa nponaxxenns:

Jasizya Kageapi
excitepeRTaTbHOl Ta KO Bapyaxonori 2

3 wainianoio ineyronoricio Ta axepronorieio. y

K Nex. 1, zonenT P.B.Jlyueixo
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Varepiatin cepTaiio pOSOTiI 10 HARLILHONO 1poliecy

1. Hasma npomominii L1 UDORSGRCIIN: < HICTOCY RIS BRI e TEpocopdeiitin T
HIpEAPATIR FPAIYAOLUTAPHOTO KO-IOMICE 1Y 0101010 (KTOPa U1h SMCHICHIS 1PORw ool
AT IPOTHIYXTHHRIN TIKAPCHKIY 1aC00it (CKEIICPINCHFIbHE A

2. 3aiaas, e npowencwa pospowa, aipeca, 11 anvopin: JIBH3 “Tepuoniucusini epsaniini
e ywinepenter inen L1, Topouscncisoro MO3 Vipaiwn™, Kadeapa dapvakonorii 3
Kiibianoro dapwakonoricio, 46001, v. Tepnori h. Maitzan Bosi. 1. tonerra sadepn ey 0.0

3 /lwepea indopwanii
1. Shevehuk, 0. O., Posokhos. K. A.. Tador. 1. N.. Lukianova. N. Y.. Nikolaev. V. G &
Chekhun, V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with
enterosorbent and granulocyte colony-stimulating factor. Experimental oncology. (37.2).
135-138.

2. Gerashehenko. B. 1., Todor, I. M.. Shevehuk. 0. O.. & Nikolaev. V. G. (2018). Melphalan.
induced eytotoxicity in the bone marow of rats by flow cytomeiry measurements,
International Journal of Medicine and Medical Rescarch, 4(2). 72-78.

3. Shevehuk, 0. 0. (2019). CrpyKiypiia peopranisutis ek, cnpiumena Meipaano, 11
BpH KOpeKUIT  NPENAPTINIt | PAIY. IO TADHOTD  KOTORICCTINYTIOI0M0r0 (pakTopa
eHTepoCOPBILiCio. 306 TKH KNI | CREIICPINCHFTLOT MEn L, (4). 161166,

4 Jle i KoaM BEpORMTKENO: ¥ NayKOWO-NSWIONN HPOLEC KaBEIpH (GapuaK0OriT
BiUANLAKOTO HALOALIBHOTO N0 yninepetery iveni 11 Tlnporowa y 2019-2020
HaBsaHOMY por

5. Pesymrar mupomauwenns: i oDl IR AKTYQTHION w0
BUpMAKOOTiT, TTPOBGIICHIINH EKEIEPINIEN LTI AOCIETREINN HETaHOBIEHO ehexTHBic s
KoMGiNALT  ByiCuemn  cmicpocopdentiv  ta  upenaparin  rpunyountapioro
KOTONICCTIYIONONOTO (RAKTOPA L 10N "AKIICHI 105A1OT AT TDOTHIYX AN TiKapexins

3ac0Gin. BUKODHCTANIS OTPUNANIN PCSy.ih1aTin s IABATLHONY IPOUCC] AOTBOINTE NOFTHGHTH
IHARHA CTYACHTIR 3 N TaHb NPOGLIKTHKI 111Ky WIS HOGIHOT AT HPOTHITY AN iKapebKIy

sacofin

[

OBroBoperto T SaTBpKENO 1 Jaci it kabepi dapvasaori BHAMY iv. ML Tiuporon.
upotokon Mo < wia /6. /0. 20/%p

Bianonixathmnii 3a Buponakenis:

awiaysar kadpeapn papvakoorii

Binmnkoro wauionamoro 2
Memnoro ywineperrery iv. M.I. lipoross iy
A wen .. npodecop Ve L Bostouyk
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AKT BIIPOBA/UKE]
Marepianis mHcepTauiHOY POGOTH 10 EABYATSHOTO MpOIIECy

1. Haspa nponoswuii A1 BUPOBATAEHHS: 3aCTOCYBANIA BYTTCIEHHX CHTEPOCOPGCITiB Ta
NpENGpATIB TPARYIONTAPHOTO KOTOMECTAMYTIOMOT0 (JKTODA [UTA SMEHIEHIA MpORHs
n0Gi3Ho 1 MPOTHTYXTHHRHX TKAPCEKHX 3aC00IB (€XCTIEPHMENTATEHE AOCTIIKEHHS).

2. 3akan, Ae nposenena po3podia, axpeca, TNIB awTopis: JIBH3 “Tepromimchxii epasii
el ynisepeurer iweni 19 Topbasencixoro MO3 Yipaii”, kadenpa (apaxororii 3

Kiuiaoro (apwaxonorieto, 46001, w. Tepuonims, Maiizan Bomi, 1, fouesra xagempu

Ilepsiyx 0.0

Jiwepena indopwanil:

Shevehuk, 0. 0., Posokhova, . A., Sakhno, L. A., & Nikolaev, V. G. (2012). Theoretical

ground for adsorptive therapy of anthracyclines cardiotoxicity. Experimental oncology, 34(4),

314322

2. Shevehuk, O. O., Posokhova, K. A., Todor, I. N,, Lukianova, N. Y., Nikolaev, V. G.. &
Chekhun, V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with
enterosorbent and granulocyte colony-stimulating factor. Experimental oncology, 37(2), 135-
138

3. Gerashchenko, B. I, Todor, 1. M., Shevchuk, O, 0., & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalan-
induced cytotoxicity in the bone marrow of rats by flow cytometry measurements International
Journal of Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78.

4. Shevchuk, O. O. (2019). CTpyKTypHa peopramizania TesisKs, CpHTHHERA MeTDANAHOM, Ta
pH  xopeKli TpenNapaTAM TPANYIOUNTADHOTO KOTOHIECTHMYTOWNOTO (baxtopa i
eit1epocopGitieio. 3106yTRH KiitHOi | excriepuMEnTATHHOT MemmHH, (4), 161-166.

4, Jlle | KoaW BUpOBADKEHO: Y HayKOBO-meparorismMi mponec Kapexpi dapwaxonorii Ta

MOTUNOT EENTYpH  3WIOPIYEKOTO JEPRABHOTO MeAHANOTO  ywiepeuTery y 20182019

BaABNAILHOMY oL,

S. PesyabTar suposwmkemns: fana iMODMAUIA TDHCBRUEHa AKTYATMHOMY NMTAHHIO

papMaKoAOrif, [TpOBEEMHMI eXCIEpHMERTATSHHMH ZIOCTUKCHHAMH BCTAHOBTEHO eexTHBHICTT

KOMGiNaUii  BYTIUCBHX  €HTEOCOPGSRTI T mpemapatin  rpamylOWMTAPHOO

KOIOMIECTHMYJIOIONOTO (JAKTOpA /TR oM SKIeHHS MOGINHO Ail NPOTHIYXTHHHHX JiKapeakins

3a00Gis. BUKOPHCTAHIA OTDHMHYX PE3YTETATIB B HABYATEHOMY MPOIECi JOIBONHTE OTTHONTH

SHANNA CTYACHTIB 3 miTaw MPODUTAKTHKN Ta TIKyBaNEA MOGHHOY Al mpoTAmyXaMHAX

ikapewKHX 3ac00is.

6. 3ayswkenns Ta nponosunil: Heac,

O6ronopero Ta saTsepiKeHO Ha sacitani Kapenpn (apMaKonOril Ta MELHSHOT pELENTYPH.
npotoxon Ne 5 sin?/ 20/7 p.

Tonosa komi

Unienn kowicii: popecop B.P. Cretts.
sonenr LB.Cayps <7 &5
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AKT BIPOBA/UKEHHS!

NaTepiain HayKOBHX A0GKEIt AOEHTa Kadpepit apwaKoTorii 3 Krismor gapyaxororicio
THMY ivieni L5 FopGasencsxoro lliemyic 0.0. s naykoso-niexaror i nporiee

1. Hassa mpomoswuii i muposaumenn: «(aCTOCYSaHA BYICUCHHX  eHTepocoplenTi Ta
HPCTAPATIB TPAKYIOUTAPHOTD KOMOHICCTINVY.TIOIONORO (JaKTOpa [UTH SMEHLIEHHS TposBiB NOGiHHOI i

HPOTHIYXIHHHIX HIKApCe it 32C001E) (CKCIICPINCHTALHE A0CTLTREHHA).

2. 3akaas, xe nposexcwa pospodka, arpeca, T awtopin: Tepronimensuii naionaminmii
e ywineperrer iweni 13, Topasencaxoro MO3 Yxpaiin, kabenpa papwaxororii 3 sinismoro
dapuakororicio, 46001, v, Tepronian, Maftnas Bosi, 1. zoriewra kaepn sy 0.0,

3.Jwepea inpopwanit:

1. Shevehuk, O. 0., Posokhova, K. A., Todor, I. N., Lukianova, N. Y., Nikolaev, V. G., & Chekhun,
V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent and granulocyte
colony-stimulating factor. Experimental oncolog, (37,2), 135-138.

2. Gerashehenko. B. L, Todor, 1. M., Shevehuk. 0. 0., & Nikolaev, V. G (2018). Melphalaninduced
cylotoxicity in the bone marrow of rats by flow cylometry measuremens. International Journal of
Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78,

3. Shevehuk., 0. O. (2019). Crpyirypwa peopraisanis nesinn, enpwmnena venparanow, T np
KOpEKUIT PENapaTANIE [PAHY TOITAPHOTO KOOHIECTINY TIOIONOTO paxTopa i erTepocopBicio. 3obyTii
Kbl § excriepmves O ez, (4), 161-166.

4. Jle i Ko BUPOBATNENO: Y HaYKOBO-TITATOTiHHHH pouEc KabenpH ricTonorii Ta eGpionorii
TepROTITCHKOTO HAIOHATHHOTO MeTAHOTO irisepeirrery inteni L3, TopSaueacexoro MO3 Vicpaiin y
2018-2019 wamsarbomy poui.

Pesyautar pupona e a inpopais TpHERTIEN QKTYATLHONY MHTaNNIO (apMaKOOriT.
TIpose e CKCTIEPHMEHTATLIINK  JOGTITKEHHANN  BCTAHOBIEHO  epexTHBHCTS  Kowinaui
BYTIGHERIX €ITEPOCOPOEHTIN Ta MPETIAPATIS MPAHYIOIHTAPHOTO. KoNOHiceTHMYIIorowOr0 daxTopa A%
O AKITENHA OGO A MPOTHIMYXIHHKIX iKapehii 3acodis. BHKopHETaiia TpvaIIX pesysTatin

B HABATEHONY TIPOIECE A03BOTS TIOCAHGHTH SHaHR CTYACHTiS 3 TS NpOiARXTHKN T2 TiKyBaNIA
OGO 1 pOTHIY XK iapess 3acoin
6. Baymakenns ta npomoE Hevac.

OBrosopero Ta saThepmKeHO Ha saciauni Kaep rictonorii Ta ewSpionorii Tepronimcakoro
HAiORATEHOTO weHOTO yHinepeiery iven LS. TopGasencaxoro MO3 Vipi,

nporoxon Ne 7€/ winll/ 207 p.

Bianosiza i 1 nnponvkens:

Saiaywar xaenpi rictonorit 1 evGpioorit
TepHOIARCHKOTO RAIORATHHOTO MEsIHOTD yiinepereTy
e L. FopGaricacikoro MO3 Ypaitn

. Gio . npodecop

3M. Hefieena





[image: image133.png]Tpopexrop 3 Kayxoo-niexaroritHoi poGorH
TepHONiAsCHKOr HANIORIILKQRY MeHOTO

MaTepiain HAYKORIX A0CTIUReIb AONEHTA Kabepi (papMaKoTOrii 3 KIHINHOR Gapakotoricio
THMY inteni L1, TopGasencsxoro Leastyx 0.0. 8 Hayxoso-earoriuili npotiec

1. Hasea mponoswiii [Uis BUPOBATAeHNN:  (3ICTOCYBANHA BYFICUSHHX CHTCpOcOpOeHTID Ta
NpETAPATIE TPANYAOIITIPHOTO KOTOMICCTIMYIOIONOrO {(DaKTOpA 18 IMERUIEHHA IOSRiA ToBisNol Al
NDOTHITYXHHIIX AKIPCUHX 300iR» (CKCIEPIMEHTAThIE AOCTKCHIS).

2. 3akaan, de mpowercna pospoka, aipeca, NIB awropis: Tepronimbcuani wauionatii
e yuinepenrer inteni 151, TopGaseacexoro MO3 Yipali, kadheapa apwaxonorii 3 Kiiisioro
apuaonoricio, 46001, . Teponins, Maiizan Bosi, 1, zoueia kadeapi Wienayk 0.0,

3. lwepena indopyia

1. Shevchuk, 0. 0., Posokhova, K. A., Todor, I. N., Lukianova, N. Y., Nikolacv, V. G., & Chekhun,
V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent and granulocyte.
colony-stimulating factor. Experimental oncology, (37,2), 135-138.

2. Gerashehenko, B. 1., Todor, 1. M., Shevchuk, 0. 0., & Nikolac, V. G. (2018). Melphalan-induced
eylotoxicity in the bone marrow of rats by flow cylometry measurements. International Joumal of
Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78,

3. Shevehuk, 0. O. (2019). CrpyKTypia peopraisatis 1ewiiw, CHpiIHa MAUTANON, T4 TP
KOpeKIl IPEIaPATANIE TPANYIONITAPHORD KOIOMICCTINYTIOIONOTO aKTOpa | exrTepocopGicio. 310Gyt
O § eXCTIEpUMERTATHHOT MeTUIHIK, (4), 161-16

4. Jle | Ko BHpORATKENo: y 1ayKoBo-ezarori npotiee Kapeapi natonoriuoi isioorii
TepHOMiALCHKOrO HALIORALHOTO MEAWIHOTO YHinepenTery ineni 1. opGavenchkoro MO3 Vipaiin y
20182019 mawsansrony pou

5. PesyabTaT BUPOBAKENNS: 13 INONAILA NPHCHAUCHA AKTYLISHONY IUTANHIO (apNakor
TIpOBEIIEHIMH  EKCIEPUMENTATIN  OCTIURCHIANI  BCTAHOBICHO  GEKTUBNICTL KoM
Byracieni exrepocopGenTin Ta NPCNAPATIA IPIHYIOUNTAPHOTO KOTONICCTHMYIIOIONOTO axTopa Uik
MON"AKUCHI OGO T MPOTHY XX AiKapCsKINX 32c0Bin. BAKOPHCTANHA OTPHMARIX PESYABTATIA
5 HABYATIIONY MPONECH AOYBONNTS NOTHGITIH SHAMNA CTYEHTIB 3 THTANS NPOITAKTI T3 kYR
noismoi i mpoTmy X AiKapehNX 32C0GiB.

6. 3aymaskenns T nponosii

Obrosopeno Ta 3aTecpmKeno Ha sacirawsi Kabexpn natonoriumoi disionorii TepHoninscsKoro

Haliona b oro MevtoFo ynincperrery ineri 11, FopGatescskoro MO3 Vkpaii,

npotokon Ne 77 win_14 %1@ 20/, &

Bianosizanuni 33 puposamken:
JasinyBad Kadheapn natonoriunoi isiozorii \/
TepHOMLALCHKORD HALIOHATHORD MEIHOTO YHiBepeHTETY.

ineni L1 FopGasescuoro MO3 Vipain

& wex u, npoecop | OB fenepins

: Hewac.
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AKT BIPOBA/UKEHHSI

iTepia s HayKoBitX 10ciKeHY A0NEHTa Kabepi dapaxonoril 3 Kikiur0I0 apuaxororicio
TAMY ivesi LS. TopGauesceroro Llepuyk O.0. b HayKoso-niexaroriusuii nponiec

1. Hassa uponoswuii v wnpoBavAenns: (3CTOCYSIMI byrICHCHnX  emTepocopdenTin Ta
HIpETPATIS TPANYIOLATIPHOT KOTOHIECTHMYIOIONOO JKTOPa AUIA SMEHIIEHIA TpOABiS NOGHHOT il
POTHIYXIHHIAX AIKIPCLIHX 336050 (eKCTEPHMENTATRHE J0CTLTKEHHR).

2. 3aaan, sie upoweeia pospodica, anpeca, T awropin: IBH3 «Tepuoninscuit sepxammuit
ez yiinepenter iw. L. TopSauencixoro MO3 Vipaiiuns, Kaenpa (apwakoorii 3 kinitoro
apwaxooricio, 46001, v, Tepwonins, Malizan Boni, 1, noventa xadpeph Iilemayx 0.0.

3.JLwepeana ingopyiani

1. Shevehuk, 0. 0. Posokhova. K. A Todor, I ., Lukianova, N. Y., Nikolaev, V. G.. & Chekhun,
V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent and granulocyte
colony:stimlating factor. Experimental oncology, (37,2), 135-138.

2. Gerashehenko, B. 1, Todor, L. M., Shevehuk, 0. 0., & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalan-induced
eytotonicity in the bone marrow of rats by flow cylometry measurements. International Joumal of
Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78

3. Shevchuk, O, O. (2019). CrpyKTypHa peopraiisamia Nesifui, CpHANHEH METPATAON, T8 TPt
KOpeKIi MDEaAPATANH TPAY TOILHTAPHOTO KOTOHICCTHNYIOROTO (DAKTOP i erTepocopBiicio. 3100y Tkt
it | excriepuMEnTAILHOT Me, (4), 161-166.

4. Jle i Koin BUPOBATKEN0: Y HAYKOBO-TIEarOrismii npotec Kapexpi Meawoi Gioxisii JIBH3
«Tepuoninscsxini Acpxanii ezl yninepewrer s 15, TopGasencskoro MO3 Vpaii y 2018-
2019 namsansroNy pot

5. Pesyautar bnponakenns: TIpORCICHING SXCTEPINENTATHINH J0CT/TREHNANI ICTHORTCHO
eexTupicTy  KOMGINALT  BYTICUCHX  cHTEpoCOPOGHTIS Ta  UpeNIparin  IpAHYIOWATApHOTO
~KOTONICCTINYI01040r GaKTOpa 1A HONAKIIENHA MOGISHOT T MPOTHIYXHHIAX THKIPCHKI 39c0D.
BUUSOpICTAHHA OTPHNAHHX PesyTSTaTiB b HABYATbHOMY TPOUECE A03BONNTS HOTHONTH SHaNTS CTYTeNTiB
TS IpOdIAKTHK Ta TiKYBAHHS MOGIHOT A IPOTHIY X THHHIAX TiKQpebKiX 3ac00is.

6. 3aymaenms Ta nponos
Obronopeno Ta satsepseno Ha saciami xabeapn vewrwmoi Gioxiii JIBH3 «Tepuoniascsii
aepwamnlt Mesi yiivepernrer iv. LA, TopGasencikoro MO3 Yipaiiny,
mporoxoa Ne_1_ piz 16 citna 2019 p. -

newac,

Bianowizaaumnii 12 nposake
Jaiaysas Kudetpi e HOF Gioxi
JIBH3 «TeponinscuKiit zepmasull Memuui yuinepourer

st 151, TopGasencukoro MO3 Vipaittiy, fi

1L Nex K, Tpoipecop Y CP. Miapysa
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AKT BIIPOBA/UKEHHS ke

NaTepianip HayKOBIX 10GAi/KeHS HONEHTA KadpenpH GapMaKonorii 3 Kiitmoro Gapuakonoricio
THMY iteni 11. TopGauenceKoro Llepuyx O.0. b Haykoo-nezaroridssii mpoec
1. Hassa mpomounii A1s Bnpomavkemns: «3ACTOCYBAMHA BYTICUCBHX CHTEPOCOPOGHTIS T
npenaparis rPANYOWHTAPHOTO KO/IOHIECTHMYIOIONOrO (GAKTOPA 1% IMEHIICHHS MPOABB MOGIwHOY il
POTHITYXTHHHIX AiKAPCHKIX 30COBIB) (EKCTEPHMEHTATLHE A0CTITKCHNS).

2. 3akaan, ac mposexena pospodka, anpeca, THE amropin: Teproninscoxul maionamsiit
el ywipepouter imeni 131 TopSauencskoro MO3 Yipaii, kaeapa dapuaonorii
apwaxonoricio, 46001, x. Tepronias, Malizan Bosi, 1, nouenta kapenpn Lllesayk 0.0.

3. Jbwepeaa inopwanit:

1. Shevchuk, O. O., Posokhova, K. A, Todor, I. N., Lukianova, N. Y., Nikolaev, V. G., & Chekhun.
V. F. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent and granulocyte
colony-stimulating factor. Experimental oncology, (37.2), 135-138.

2. Gerashchenko, B. 1., Todor, I. M., Shevehuk, O. O, & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalan-induced
cytotoxicity in the bone marrow of rats by flow cytometry measurements. International Journal of
Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78.

3. Shevehuk, O. O. (2019). CTpYKTYpHa peopranisaiia esine, CTPHIMHENa MEAPUTHON, Ta Ipil
KopeKil MpenapATaNH TPaHYTOUHTAPHOTO KOOHICCTIMYIOI040TO arropa i exrepocopGiieio. 3100y Tk
Kainianol | excriepivenTaTLION e, (4), 161-166.

4. Jle i woaw wupomawKeno: y WayKoso-memaroriski mpouec Xapeapw Giomoriawoi Xixil
JIsBiBCEKOTO  HALIOHATSHORO  MeAWUHOTO  yHiBepeutery ivewi Jawana Tamumxoro y 2019-2020
HABATLHONY pOU

5. PesyauTar BupoBazkenms: 1aHa inOPMAIR MPHCHIIEHA AXTYATSHOMY MHTaHHIO dapyaKonorii
TIPOBEZEHINI ~ EXCTIEPHMEHTATHINH  AOCTUDKEHNSMH  BCTAHOBTEHO  cbexTHBicTS  KOMGIHALL}
BYTICUEBHX €NTEpOCOPOENTIB Ta MPEMApATIB TPHYTOUNTAPHOTO KOTOHICCTHMYTIORNORO (BaKTOp A1
M’ SKueHIA HOGHHOT AT MPOTHIYXMHIX TIKGPCHKHX 3000015, BHKOPHCTAHIA OTDHMAHI PE3yTHTaTIR
B HABMATLHOMY MpOLICC] AOSBOTHTS MOFTHHTH SNANNA CTYAEHTID 3 MHTai’ TPOITAKTHKH Ta TikyBaHHA
OGO Aif IpOTHAY XTHHHIX KAPCHKHX 32C05iD.

6. Jaybamenns Ta npomomY: Hevac.

O6rosopeiio Ta saTBepKeHO Ha sacianni Kadenpn Gionorismoi Xisii JIbBiRCHKOrO HANIOHATHHOR)
Mewunoro ywisepentety imeni Jlamwna Fammekoro, nporokon Ne 3 4009 __2049p.

Bianopixawmmii 32 puposaxenn:
Savinysas Kadenph Gapwaxonori
JlsBiBcEKOro HaNiORATEOTO MeAIIOTO YiinepeHTeTy
imeni Jlanuna Iannusxoro, axanenix VAH,

2 wex. i, npodecop //Z, iAot 0.1, Craspos 4
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MaTepiania HayKOBHX 70CTI/DKeHS 10LEHTA KadeApH GapMaKoorii 3 KniHiunOlo BapMaKonorielo
THMY ivesi LS. TopGauesceoro Illeauyx O.0. b KayKoso-nearorisuli mpottec

1. Hasea mponoswuii A1n mupopammemms: «3acrocysamna pyrneucmx entepocopbentin T
penapaTiB TPAYIOWITAPHONO KOTONICCTHMYTIOIO90r0 GaKTOpa 1A SNEHIIEHNS MPORBiB moGisof it
OTHI XTHHHIX TIKAPCHKIX 30COBIE (EKCTIEPHMERTATSHE MOCTLTKEHNR). '

2. 3acaa, e nposercna pospolka, aspeca, T awtopin: Teproninscsiih mauionamsHuli
Newaniit yuisepenter ineni 151, TopGauencekoro MO3 Vipaitn, Kadenpa dapwaxonorii 3 ninismoio
@apuaxororicio, 46001, w. Tepnoninb, Mafizan Boai, 1, zouenra xaenpi enyk 0.0,

3. wepen ingopwanit:

1. Shevehuk, 0. 0., Posokhova, K. A., Todor, I. N, Lukianova, N. Y. Nikolacv, V. G.. & Chekhun,
V. E. (2015). Prevention of myelosuppression by combined treatment with enterosorbent and granulocyte
colony-stimulating factor. Experimental oncology, (37.2), 135-138.

2. Gerashchenko, B. I, Todor, I. M., Shevchuk, O. O., & Nikolaev, V. G. (2018). Melphalan-induced
cytotoxicity in the bone marrow of rats by flow cytometry measurements. International Journal of
Medicine and Medical Research, 4(2), 72-78.

3. Shevehuk, O, O. (2019). CrpyKTypia peoprabauia nesin, crpwens Mexdaranos, Ta npil
KopeKIil PEnPATANH FPAIYAOLITAPHOT KOIOHICCTINY 00O (BaTOpa i eiTepocopouicio. 3oByTin
Kinisnof § excriepuyenTAThOT MeuAH, (4), 161-16.

4. Jle i koa nponakeno: y HayKobo-niexarori ki npoties Kapexph dapuaxoorii Musinchxoro
HALORATHOTO MEXUHOTO yHinepcnTery imeni Jlamuna FammusKoro, Kaexpa dapwaxosorii, 79010,
0 JIupin, by, Tlekapesia,69 y 2019-2020 HaBUQTBHONY oL

5. PeayauTaT nnponapkeia: 7aia inpopuaiia MPHCKSEIa AKTYATHHONY MTANIIO dapuaK0OriL
TIpoRcreimio  CKCEPUMCHTATHHIN  JOGTLTACHHIMA  BOTAHOMIGHO  eexTHBHICTs  KouGikau]
ByreHeaix exTepoOCOpGENTIA Ta NPENIPATIS TPRHYTOLITIPHOTD KOROHICCTHNYTORNOO $aKTOpA 415
oM KRS MOBiHOY A MpoTAMy XTI TiKapesKon 3acobin. BRKOpRCTAHS OTpHNAX pesynbTATIA
B HABHATLHONY NpOLIEci IO3AOTHTS MOTTHOHNTH SHAHRA CTYREHTIR 3 MiTais, npoinaxTis Ta ikyBay
noGisnof A npoTmY XA TiKAPCAKILX 28CO5iB. 1

6. 3aymaskenns Ta npoMOINIT: HeC.

Oronoperto T2 saracprkeno Ha sacizansi xaexpn papaxororii Jlspiackxoro wamiowaTsHOrg

Mexnaoro yisepentery ineni Janiaa Fammuskoro, npotoxon Ne < nin _ 74 &L 2020p.

Bianoniraauuii 3a BuposavRers:

Saniznynas Kaenph dapwaxosorii t
JIBIBCLKOTO HALIOKATBHOTO MEZHIHOTO YHibepeiTeTy i
iveni Jlawnna FaTHUBKOTO 1. M. ., Mpodecop N OP. Tinwxxo





Додаток 4

Патенти на корисну модель 
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(54 CTIOCIS KOPEKUI UMTOCTATHHOI MICTORENPECH

(81 Pecepar

(CrOG k00T WHTOCTATINO! WICRGAGNDCT Y NAGOPATOPHAE TEOPK LTRXON SWODHCTONIS
HTEpanes0l CopOLIANGI TopaN 3 33CTOCYSaRHEI HORITHLOYD GHTGPOCORBRATY C2 HEATHOO BT
0,18 Icu, reTpOM ANy 0,15-0.25 ity A3 5 NN (¥ Nopepaxyvey v cyey Macy 900 ).
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KOpHCHa MOIGTs HATEHTH A0 MOAULAW, JOKDEME 10 SKCTIEPUMEHTATHOT WELUALAKK, | MOXE
6T BUKOPWCTaH A7 KOPOKLT LUMTOCTATHHOT MiEORONpeC

BIAOMM# CIOGID KOPeKLIT UATOCTATAMOT WIENORENPOCIT y NABODATOPHIK. TBApUH WINXOM
BUKODICTANNA @HTEPATHOI COPBLIAHOT TEpAMT 3 SACTOCYBHIHAM GHTEPOCOPGENHTY C, HacHTHOK
8ar00 0,28 ricu’ Ta mameTpoM awyn 0,15-0,25 M y 4031 5 MAkT, W cKnazaE 1300 MIT y
nepepaxywky Ha cyxy acy [1, 2.

HpORIKOM BIAOMOD CTIOCODY € HOAOCTATHA AKYBALHA AKTWBHICTS, IO OGMEXONA CTPYKTYPHO-
‘COPUHIM NapaNETPaMM AaHOTD COpBENTa.

B ocioay KopucHol Monen! NocTaEnena 3ajada saockowamuTH siaownd cnociS Kopexsl
LTOCTATVAHT MICHIOAENPEC WIXOM DHSHANEHHS HOBITHLOFO €HTEPOCOPBEHTa

MocTannewa 5a7a%a BAPILYCTECA THIY, IO, SrIZHO 3 KOPHCHOIO MORBATI, 3ACTOCOBYIOTS HOBWIA
etmepocopBenT C2 Kacnoio Baroio 0,18 ricw i AiaweTpom rparyn 0,15-0.25 w, y £0%i 5 i (y
nepepaxyHxy Ha oyxy wacy 800 rlc), S st uac Ginkiu BUpaxeHi CopBLi anacTuBoCT.

Tlpw BWpieHH] NOCTaBIIEHoT 33484 6y110 BITTO A0 Yeary Te, Lo exTepocopbent C2 mac aHado
Gineive posayTy nopicry CTpyTYPY (chewbiena copGuia nnowa 3a wetomow BET 2162 w'lr
nporw 1719 wlr 4na Cl). Axa scynyra 5 Gik nepesarn wesonop (nowa wesonop 3a wetogow BJH
565 /i npoTy 239 CIr 4R CI). 33BARK LLOMY, HOTO NOIMUKAIONE AKTMBHICTL 38 BITLHOPOSNHHHAMMA
MBPKEPaMI UL, HiX C1, S AR PEUOBHH CEPAHLOl MONEKYIAPHO, TaK | HHSLKOMONEKYMAPHOT
Bary, Ta nepesaxae C1 3a COPOLIEI WLHOIB'ASAHMK NraHAe.

Bepyui £0 yBarh HaseAeni SIAMIHOCTI CTDYKIYPHO-CODBUiHIN NBpAMETpiB eHTepOCOpBeHTY, ¥
COCOBI KOPEKLIT_LMTOCTATH-HO! MIENORENPCH, BIANOBIAHO /10 KOPUCHOT MO PUIKAsaITS
enTepocopbent C2.

(COGI5 IACHIIOTS HaCTYHM UHOM

TaGoparopsin Teapuki - Ginomy Liypy Macoo 180 [ 3i SMORENbOBEHO UTOCTATHIHOO
WiSOQENDECIEi0, 5Ky BAKTMKAIIA LINSXOM OAHOPAI0BOTO BHYTPILLINLOBGHHORO BBEGHKR ANKITYKONOTO
uwToCTaTHKS Werdanany (L-PAM) 3 po3paxyHky 3 MK, BEOJMIM (PAKYA GHTEPOCOPBRHTY C2 32
~AONOMOTOI0 30H7a BHYTPILUHLOITYHKOSO NPOTSTOM COMM AWIS y BATIRA] 38ACI & exaisaneHTHIX
KINLKOGTRX JWCTUTIS0B3HOI BOTM 3 PO3PaXYHKY 5 MITKT (y IEPapaxywey Ha cyxy macy 900 Mikr), uio
AR TaapiIA TaKO! BaN CXNARAND 1,8 .

Y TaGruui 1 Hasegewo pesyniTaTa Al MendanaHy Ta KopeKLT CTPHMHEHIX OpYWeHs 33
~AonoMOroIo eHTEpOCOpGHTS.

Tabra 1

Femaronorisi nokaswus i 4l wencbanary
Ta KopeKu 33 A0IONONOI0 erTepocopenTis C1 a C2, Mem

Tvraic (nv=25)

L-PAMC1 (n=10) [L-PAMC2 (n=
3

T 2 5
Remownw, <10 | 5245020 | 1441014 | 2980024 SABHSTRL
Epwmpownn, 1070 | 734012 | 643011 | 650:0.13 6712006

Tewomobin, in 3430160 | 12406237 | 122,0153 127.40+3 44

Tpombounrw, x10%n | 634,84122,07 | 617,0126,64° | 471.90£31.17 499,60£16,89
Tloiocpopuyna, Mm%

Tlponieouma 5 = = 0785057
Mienounmy - 5 - 1114111
MeTawicnotbm - s 228714 13341.10
Heitrpodpinn 2580:183 | 39145345 | 4143461 3,6753,18
Eoamodin 101045 057037 057:037 0442029
Gasodinn - - - 022022
Tbounmn §840:310 | 54713452 | 5086550 58,8923,64
Moroua 4,70:057 | 556151 4,86+1.68 4,5641.36
Toiodbopuyna, Mam, <1070
1 2 3 3 5

Tipouienounm - - - 0.05:0.04
Micnoum - - - 0.07:0.07
Merauicsouma - 0.07.0:2.14 0,0940.07

Hofrpocpinn 1374008 | 05610057 | 1234014 2,12:021%)
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Mponoswera Tabmmus 1
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Mpuinin. focrosipricts p<0,05 sinwocro:
1.+ inrakToe Teapu;

2. # - Taapaw, A oTpwysan L.PAM @ 03 3 wrik;

Y - THapAK, A OTPAMYBATM OKPiM LTOCTATHY OHTEPICOpGONT C1

TaK, Wen®anai npw oHYTPILISOSEHHOMY 8568wl Y A0S 3 MITKT SHWIKGE INAHE NPHIeINS
KpOBOTHOpeNs. TTpH LIsOMY PiseHb NEAXOUNTIS CIPAXA3E HRGITBLE - SHIKYOWC Ha 72,5 %,
plocHis epTROLHTID ByD Hisk Ha 124 %, rowormoBiHy - Ha 7.7 %, TPOWBOWTIS - Ha 18.6 % ¥
nopiaAHKi 3 iNTaKTHMAW ToapuHaNw. LLIORO NOKAMIIG OKDEMYX KNGCIB KTV NEFXOUNTADNOT
DAY, T0 CHIBBLIMOUIEHHH [MONOATIMAWK KITHM DHAXOTMAOCH Y MENAE IHONOIMHK BOAN NP
DIApAXYHRY NEAXOUMTADHOT OPWYI Y BACOTKOBOMY CBBIAHOUIEHS, ORPiAt HERTPOS, BIACOTOK
ot 3poCTan Ka 51,1 % y Py TBADMM, A OTDAMYBANM MENGhanaN. NOPIBHANO 3 IMTAKTOMM
‘TRApNaM Liof NPANOKC NeTKO BDILYETACA NDH MAAXYHKY OKPEMSX KNG KTl Y AGCONITHIX
AwCRaX (WX TpeTea To61. 1), AN ROC Y FDYNi THADHN, AK OTPMMYSAA MeNGAREH, SHIKEHIA
neKocT! HeiTPOBInG 12 58.5 %, a nvpouTio Wa 78,0 %,

EniopocopBews C2 cripws Ginby Bwpaxewia perenepaull KCTeosoro Motky ¥ nopiessid 3
‘copbexTom C1. wo MpoRBNANOGY NORBOI0 oKX Hespinvx hopM (npowienouvTe, wienounTis T
MGTAMIENOUYTIS) Y NOPHADOPUIHIA OB, Ta IPOCTaMHSM SATANMHOT KINSHOCT NGHKOLHTIB Ha 350.0 %
(74,5 paaw). Lioh noxaam Gy a 117.4 % &wuie (OPIANAMO 3 TPYNON, A AK KOPHIYNMA W
‘oTpAuyana copow C1

ABCOnIOTHa KinwxicT WeATROini  neppepu KpoB] Gyna ua 275.5 % (y 3.8 pasis) swiow
Bi3 KONTpOTWOT NATONOr Ta A 71,5 % BWIOK, HiX P BBOTEKN ewTEPOCOPGENTy Cl. ABCONITHD
KinuxicTi TiMGOWTIa N BNNWBOM BeenerA ewTepocopGenTy C2 Gyna B0 Ha 3843 % y
NOPIRNAHH 3 THAPUNAM, KOTPI WG OTPUMYBAI KODAIYIHOTO \WHHWKA, Ta w2 1518 % Y NOpiRH 3
[PYTION, A OTpwMyBAN ByrTeuOAHH OHTEpOCOPGENT C1.

AVaMika oK KIS MDOOKCHABMTHO-BNTHORCHAANTHO! DIBHOBATH Y NABOPATOPHIK TBAPN 33
VMO LUTOCTaTH4O! MCTOAENPACI, 3YMOBNGHOT BBGAGHHSM ANKIYIONOMO LUTOCTATIK MeTKpanany.
T8 KOPAKLIA CIPWHGHIX NOPYLIOHA WIKXOM BACTOCYRAKHS COPBLIAHOT TOPATII (3 ANKOPUCTANHSM
‘copGenTie C1 Ta C2 aseaen!y Tabi 2.

Tabaun2
I IOKASHINIS NPOOKCHBANTHO-AHTHOKCHABKTHOL
CHTeMU pw 38CTOCYBawH MenanaNy, Mém, n=10
Tiorasn Tivani vsapu | LPAN | LPAM<CI | LPAMSCZ
T oanr 2195005 | 838:021 | 303:021¢ | 2260158
B (nesiwca). weonei 7042016 | 12076028 | 90850508 | 7.2620.498Y
T (xpoo). wdsons/n 0.36:0,04 | 082:005" | 0712005 | 0.56:005%
'COJ (nevivca), yu._oalir 75961104 | 23,814250° | 24315255 | 50.38+2 824
Karan asa (newwa). warhs | 65.43¢127 | 48068315 | 675121808 | 593623044
Karanasa (kpos). xarin 6.13:033 | 288:058" | 5073071 | 85010 408
G-SH_wwonshs 203:005 | 1812003 | 1945005 | 2.0720,06%
. wiin $22.68+11.67 | 250.012,61_| 269,5+16.99 | 3010411447

Y¥puninn. Rocrosipricrs sigHoco:
1% T Taapw;
2.4~ rpyn Teapiw, s oTpuyBaTM Mandanas:

3.~ sl@HocHo Toapu, i OKpiM Mendbanany OTDHMYBATH CopBeHT C1.

Habit, 1 8-y 705y 1icn AOBEHHOTO BBeAeHH MedaNaHy 8 KOMTPONHIA (DY HanBri Oswamn
BUAXEHOTD. OXCUIATHBHOTO, CTPOCY 31 IPOCTaHHEM BUICTY NOPEMHIIK T3 BTOPHHI POAYKTIS
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PIONOPORGAIAT MOMGPAN KIVTVM Ta NIOFPUIBHNAI KAMHKIS GMIOHENHOIO BHTHORCHAGHTHOTO.
sawcry. Tax. suicr [TIN Gys nigswuehyit a 10,2 %, T CHpoBaTiol oei 1a nea - a 126.6 Ta
71,3 % BIANGBIAH0 NORIENAHO 3 INTAKTHAMN TOAPHNAIWA (136N 2). AKTVBHKCTS COl HAKYBANACh Ho.
68,7 %. KaTanaaw y CHpOBATUI KpODITa ek - 40 26,5 53,0 %, BUICT DZYOORENOTD FIYTaTIONY
TRavu0i Nebn H0cxYB2BCA Ha 10.7 %, 0 UCPYTIONMASNiHY y CHPOBATL kPO - 19,8 %.

Entopocopbewt C2 NOAGNOHCTpYARA Girel SUPAXEHWA MOMTHBHW RANWA Ha_ GANaKC
PPOOKCHAANTHO-SHTUOKCATANTHOI PIRKORAM y NOpiBKHHI (8 oHTepocopGosTow C1. Ta, marct TN
nia eniweou C2 awnysascs a 484 %, BN CApOsaI Kpow Ta nesiwon - wa 29,1 1a 39.9%
Blanosiano. Crocropiraniace awasia aXTWEALA IHTWOCHIMTHOIO Jaxucry. axiuenicrs COfl Ta
KaTanasw nesibaoe 3poCTaM 13 11,6 Ta 23,5 % GANOBIANO, 3 IATHSHCT: KATANaSH KpOS OYITa
4100 42 195.1 % y NOPBIAN I (YOO TBIPUH. 56 OTDWHAIA MenGanan. 3pOCTas TaKOK pisoHs
Bia0neroro myraTiony 1a T v 14,4 1a 16,2 % sianosiavo.

Heobiano Sastauim, WO y Tpyml LPAV+CZ pisers [T Ta TSI y Travaws nesivan Gy
oo v 25,4 13 20,1 % sian0sino, acrwaricr COl nesini T2 KaTanasm cAposaTn KpOS
apocrana wa 107.3 1a 114.1 % sianosiao y noplessesl 3 LPAMACI, wo Tasox siaaye wa sl
nepesaru copbenta C2.

Tacnie uyow, SATPONCHOBaHAA CIOGID KOPSKLT LNTOCTATIHOT MiSTORENDEC 33 AONOWOTOI0
‘erepocopGery C2 3a6EnEYe BHLLY, HiX HAHOMIKWA SHATOT, MIEPONPOTERTHEHY SCHEXTHBHCTS,
ChpAOW WAAXOHOMY JDOCTAWNI WACTA  TORKOUMTIA T8 WEHOMY  Daukewwo  1pOS
ORCURATHBNOFD CTPCY, | i KiMHIK ATPO YA MO 6T 39CTOCORMNA B KN NpAXTIY
A TNBNR OHICXBOPH.

bx@pana scbopual #e A BIATH 40 yaaru:

1. Bowawas 118 Hwonden BI. W Ap. HEKOTODMe DEMSTATH MOWMENCWNS METORA
FIMEPOCOPGUIM NP ONYKONEBOH BONESIH B JACIEPAMEHTE. COBPEMENAR PARGINEITONMYA &
ononms u wezumuase. C6. -K., 1984, -C. 166-59

2. Bowauwan NB. TIRGTANOR BM. CHAXGHA (GUOTORGINHOCTH MpOTYBOOMYXONGREX
Npeapatos npw 3410POCOPGLIMN //OKCIPIEHTNoHas HKONDIYS - 1989, -T. 11, o 1.- C. 7173,

OPMYIA KOPUCHOI MOJEN!

(Crocio xopexuT wiToCTaTINKO! WiEnOREnpecil y NaBopaTOpHX THZpR WNAXOM EHKOPHCTaNH
‘HTepanHol CoPBUIAHOI TEPATIT 3 SACTOCYAHHSIM EHTEPOCOPeNTy C1, HacATH06 B30 0.28 lok

18 plawerpou pasyn 0,15.0,25 um y 703 5 ik, o cunapae 1300 it y nepepaxywy Ha cyxy
Ay, Rt BIRDISHRETRCA WM, 0 BREENO ORI XTEpOCORGHT C2 HaACHNOO Sa100 018
e, awerpou fpanyn 0.15.0.25 ity 03I S WG (y nepepasywy @ cyxy wacy 900 wra), auat
Wac G oApaRHi COPLIH BRACTABOCT

R it ianmyarus oot Yipae, yn Ypuaaor, 45 . K U, 03600, Y

Vb by G BUEHOET, , (y. 1..Kte - 42 1601
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Uleayx Oxcara Oneriawa (UA),
Togop Irop Muxonaosu (UA),
Rocoxosa Katopwia Awapiiaw (UA),
Ty sviosa Harans IOpiiana (UA),
Bapnaxiscuxa Kairocnasa Iropioia (UA),
Hoxyw Bacn. Gogopoau (UA),
Hixonacs Bonomunp TpHroposw (UA)
(13 Brsci)
IHCTUTYT EKCTIEPUMEHTAIHOT
RATONOr, OHKORONTl 1 PARIOBIONOF I
M. P.€. KABELISKOTO HAH YKPAIHW,
sy Bacunwiecers, 45, u. Koa-22, 03022
(UA)
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3AKTAR "TEPHONIMSChKMM
DEPWABHUM MERMUHUH YHIBEPCUTET
IMEH) 15, TOPBASEBCHKOTO MO3
VKPR
Watiaan Bori, 1, . Tepionine, 46001 (UA)

(54) CIIOCIS NIOM SKLIEHHS! MIETOCYNPECHBHO Al BUCOKWX O3 LMTOCTATHIIS

(57) Poopar

CriociB NowskweHHA MienocyNpecuaHol Al BUCORK 103 LMTOCTaTWS y NaBOPaTOpHIX T8apHH
BKTIONaC NPOSSAeHHs eHTEpANSHOI  COPOWIAHOT Teparil IS SACTOCYSAHHAM PEHYIIOBAHOTO
5yrneweB0ro erTepocopGenTy. [ Gino EXGEKTUBHOT MOMSILIEHHS MICHOCYMPECHBHOT B BUCORX
£03 WHOCTaTUKB [ORATKOBO NHSHANAIOTH MPSNapaT PEKOWDIHAHTHOTO TPaHyMOUATapHOTO
KOMOKIECTUMYMOIHOFD GAKTOPa, G AKTHEHO CTUMYMIOE MRONIGPATURNI MPOLBCH ¥ KOTKOROMY
oy,

UA 94720 U
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Kopuoia MO HNGXAT [0 HOZHLMNH, SORPEND RO OXCHEPAMENTANSHO! MORINIH, | MK
YT BAKOHCTAND A1 NOM AKLIONHR MEOCYTBECHENOI Al BHCOKHNK A0S IHTOCTaTIND.

Bidownit GnociS B0 NOKaMNKS NEDADODANOL 19061 ha T CTOCyBIMNA
OTMIYXIANKOY T0pAN . HABOPATOPHI. THADWY SATIGHAE AAKOPACTARHR OHTPANHO! COPBLIAND!
TOpaIl, 0 Mo SOPUGTORYCTOGA  KYPCOR PHIGHOHA  BYITGRO0. (PAMTLORANOID
enropocopenry [1,2]

Heonixow siacuoro crocoBy ¢ HeRoGTar nikysansia akTvenicrs, sea aunnsas s obwiexeno!
CapowoHoCT! Coponty aaGoanaswT HeoSiai pioeHs BAHORnGNKS Byl KCTKORDHD Moy K2
A 30CTOCYBOYHA BHCOK A3 ANKNYGHIK NPRapTI

B 00100y 40pAHO HORSNT NOCTABNGHO S3RaMY BAOCIOHATTA BROUMA CTOGS TOM AL
wienocyrpeckawol Al Swcouns foa  tntocrariie  Wnmiow nocasanoro  3actocyoawn
EITEPOCOPDEHTY T3 MEAUKIIGHTORIOTD S3CODy.

Mocrannera sagava BAPLIYCTLGR T, o CrociG Now sauers wicnocympeckoo! Al BHCos
B0 TOCTaTHKS y MaOPATOpHYX TEapi, WO BXTIONAC MPOBEASHA EHTepATLHOI COpSLIANOT
Topani s 38CTOCYOHHIAM IPAHYTS00GHO_ BYTTEUEDOTD. CHTCPOCOBSEHTY, SHEHO 3 KOPHCHON
MORErT0, 47 Gl SASKTUBHORD NOM AGLSHS WISTOCYIPECHBHO! Al GHCORX 203 LTOCTaTGS
RORATNORO NPHIHEHGITS NPENAPAT  PEXOBHEKTHOTO. (PARYROUNTADHOND KOTGHICCTIAYAIORNGTD
aKTopa (pr-KC®), AR SETHHO CIUNYIOE NPOTIKbepaTHEK] TPOUSCH y KCTXOBOMY WOSKY.

M owpi NocTasmewol JaRAHI BYI0 BITO 20 YEAFM 16, IO FEMIOTOKGIHICTS KOWTOHENTID
XIWOTEpaINT AETO © OCHORMIM ChAKTOPOM OBMEXENHA JACTOCYBAMHS AOKBATHO! UTOCTATIMK
Tepanil 9, O, OWAATC TPATACHIR. NICYDQINA WO B0 OTPWNBHIA AHOTO. NPOTMTYXMNKOTD
ecpeny.

epysi 20y BIEHIBEREN A3, BRNOSINO AO KOPHGIO! OB, ATA GiTs SETHBNGIO
M AKLISHIA WICTOCTPECHBIOT All BHCOX £03 LMTOCTATHIS RORATIOBO NPASHANAIOTS NPENBpaT
PKCO - neinoren

Crocis saifconrs nacrymm o

TaopaTopri Teapu - DUTONY WYPy-CaNLIO MACOR 180 I is LATOCTATIHOO Mienogenpecien.
5y WORSTIOBAIN WIRIOW OIHOPAIOROTO_BHYTPHUMEOBEHHOTO sBegeris erdanany (L-PAM) y
HaKGIATOHO NeperoomiA A0S 4 W, ORHOYACHO NOTAION. ORAOO TRk SHTEpaRLKOT
‘COpBHOT TopariT AOHATROR0 NPOBOIT AOTAION 4 23 TePaNo 3 3aCTOCyBGHHAM NpENapary P~
KGO - woanoreny.

TpatyneOsali ayrmieusah eHTepocopGer C2 Hachioo 8310 0,18 icu®

3 piawerpow rpanyn 015025 . CoOmAM SHyTUMLOUNYWOBO Y ouTAZ) 380K o
BHCTATSO8HIA D07 S POSpAXYHKY 5 WTIKT (10 CxTaRATO 900 WK CYXO! HACH) OB Pa3 12 ZOBY.
HePI0reH B0 NALKEHO 1S Ha ADY 3 POSpaXyHY O WK

¥ 7abnil HaBeneno MW [EMGTOROIRKAX NORAIWKIS MDA JACTOCYORHH EHCOURK 003
MenGanaHy T8 XopeRl CIPWWWENX NOpYEH 33 AONONOTOO eHTEpocOpSeHy C2.
TOUONOBTINHOTD (baKTopa PO - HSHNONENY. | NOGAHAHOTO 38CTOCYSarA G2 | HeOrony. 13
TP AWK BAAD, WO WETKDANAN Y OO 4 M BT St HpoET PFHCLIT wa
75,6 %, wwir opupounn wwysanca wa 103 %, TPoMBOUTIA Ha 59,0 %, aMct rovOIOGKY We

TlcEHaHHS HoANOToRY Ta C2 610 MAKCHMANSHO GXHOKTHAK SNICT NGIKOWTIE POCTaN K3
38,3 %y nopiawsusl 2 ThapuaN, 5 H0 OTPAMYRAA KOPHTYNOWX <uscuN Ta by AOCTORIDHO
it 42 55,5 %  noplaKRHN 321D, AKA OTPHYBAMA LG COPBENT. Lio hoxaMHK Oy B
W S1.7% | siocio My, o oTpwyeana me elnores Oin Usoro Yyl L-
PAMA+C2neinoron_CrocTepiranoce spocrawa pisws TpouGouie a SBS % nopiskano 3
KoNTPGEHOI0 naronorce, il Mokaawk 6Ye TaKoX ROCTOBIDHO DALY 13 126.4 % BaHOGHD Dy
LPAMa+neimorer.
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FemaTonor nOXsH1 33 YMOB SACTOCYBANHS WeNDANaHY Y WAKGHMBIHO
"NepeHoCHH AG3i 4 KT Ta NP MOHG- | OGAHaHOMY 38CTOCYRaNH
‘evrepocopBenty C2 Ta weinorewy, Msm

CAAWAT | CPAWAY 27
eiinoren
(n=10)

[reapusn (=2 PAMA (

o)

3052028

nemounr, x 10%n | 5242029 | 1.2820,5" 201:016% | Sur

685:010 | 680015

Epwpoum x 107734502 | 6582017
Touornobin, in | 13434169 | 115906348 2160:284 | 122,027
506.20:70,68.

 Tooutounm, = 10n| 634 84222 97 | 254 60245,50° | 328.10865.85 | 2232014045 | %1%

Plpuninor. foctosipricre p <0.08 oo
1. iakTion Toapi;

24 -y Tsapsn, i OTpwysan vendana

3. _BiaHocHo Taapu, 5 ORDi MENDRNaKY OTpHMyBaI CopSest C2;
4.7 SipocHO T6aps, 4 OKPIM MEBANaHY OTPHMYBAIM HOANOTOH

O vulesBavEHOTO HEOBKEHO SENITHTY, WO OCOBMED STHTUONN € T6, L0 ToCTaHe
ATy OBoX OGS 6 BHLIYS TROTUTAMHD! SCTABHOST MBTGAEY. 40 AORRED Y
iz v Liypax 3 NepEoGHOR KAPLIHONOO TCperts, 34 TpeRcraBne a xpecnent 3. a 171
SacTOsaan oK i DA PO ST NTOCTATIND

Tatn ow, SanpOOuOMR CTOG. PO RsGHS WEPOCYTpOCHRMGT A BHCORIK 73
LTOCTATHKE LunoM MOS0 SSCTORYGEI IR NTSpAPLIO! CoPOLIMGY T69a] 3 SHIHETa
‘enTepocopbenty C2 Hacunkoo Baro 0,18 ricw® 3 piameTpom rpanyn 0,15-0,25 m Ta npenapary
DerOWGHANTAITO TDAMYIOLITAPHOrD. CROHECTIN OO0 DorTopa - HeRTOreNy, mGearenye
Sy, i ARG AT, FHYRARAY XDONTHEHITL <8 PAKYOX POBATRY AT AT Ta
SaCSEAYE HeOOXHl WO 27 Ol TOBNGUN Perenepal GCTIOSOTD MOY I, SAOBHD,
3POCTEH TLKOET ARG T2 TPOWGLT

i SAprOWORSHIS OGS e KK BTPOG s s 6T SaCTOCORSAR Y CxeNaK
12 oToKONS Niyaaram OHEGNGts ik OB

Dwepena inhopmauil:

T Boauwas N1B. Hwonses BI. W ap. Hexoropue peaynsrar mpmenen weroRa
SHregocon oA onyRoReRDH Gones 8 SXcrepEHTe. CompeneunaR PATKOSTEXTPOEA 8
Sronorun n wemae, oK. 1984, -C. 15653

2 Bowauuan N8 onuon BM. Cumxewre rewororcmwos nporasconyonesisx
penapaton i okTopOSopB | SXCTapMGHTANNR HOnOrVA 1980 - T. 11,8 1. C. 71.75.

3 Sauouunr 20t HIP “Pospodia Ta orTmlzaLin Teionor aXicTy KCTIORERo Woaky 5
rToCTaTI Ol MIENOHEpECi 8 008! KOMTTEKEHOT0 SECTOC Sahen WA GPSKTATE Lk
HTopOORGTS T8 TPaRYTLTAPHCTD OOHECTHIOGGr0 aopa” (Torou N2 2.5 580 8
01.03.2013 p.)

GOPMYTIA KOPUCHOT MOZEN!

(GG RonAKulesA EnocypacHBHOT Al BUCOKAK A03 LHTOCTATHKIS y iaBOPATORHIX TBApIS, A
BK04GC GHKOPUCTaWiR exTepansyol COPOLNGI Tepanl 3 JaCTOCYBaWHSM [DaHYAL0BANOTD
BY1OLGB0IO GHTEPOCOPRATY, S BIAPIIHACTLCR T, O AR Bl SDSKTUEHOTO NOM SLOHHS
MicnocynpecuBHOT Al NGOG 03 WNTOCTATWS AORATHOB0 MAMBYAIOTH  Mpenapar
POOMEIKAKTHOND (PAAYIOUTAPHORD. KONOHISCTWWYTIOROTO (BAKTOPa, AW KTHEHO. CTAMYTIOS.
FOchepaTHBHINIPOUECH y KCTHOBOMY NOSKY.
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_1658863048.xls
Діаграма1

		ГПЛ		ГПЛ		ГПЛ		ГПЛ		ГПЛ		ГПЛ

		ТБП		ТБП		ТБП		ТБП		ТБП		ТБП

		СОД		СОД		СОД		СОД		СОД		СОД

		Каталаза		Каталаза		Каталаза		Каталаза		Каталаза		Каталаза

		G-SH		G-SH		G-SH		G-SH		G-SH		G-SH



контроль

L-PAM4

L-PAM4+C2

L-PAM4+р-ГКСФ

L-PAM4+філграстим

L-PAM4+C2+філграстим

%

*

*

*

*

*

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

**,γ12

**,γ12

**,#,γ12

**,#,γ12

**,γ12

100

231.2

142.5

210.95

207.3

143.8

100

185.1

111.8

152.5

145.5

100.3

100

40.7

77.1

60.5

60.9

109.1

100

76.4

96

82.4

83.6

118.1

100

82.3

118.3

92.6

93.6

126.6



Аркуш1

				ГПЛ		ТБП		СОД		Каталаза		G-SH

		контроль		100		100		100		100		100

		L-PAM4		231.2		185.1		40.7		76.4		82.3

		L-PAM4+C2		142.5		111.8		77.1		96		118.3

		L-PAM4+р-ГКСФ		210.95		152.5		60.5		82.4		92.6

		L-PAM4+філграстим		207.3		145.5		60.9		83.6		93.6

		L-PAM4+C2+філграстим		143.8		100.3		109.1		118.1		126.6






_1659217229.xls
Діаграма1

		ПСЛШ		ПСЛШ		ПСЛШ		ПСЛШ

		ПСПШ		ПСПШ		ПСПШ		ПСПШ



Контроль

DOX

DOX+С2

DOX+С2+філграстим

мм2

*

**

**

118

168.4

132.6

129.4

132.2

134.8

137.8

133.6



Лист1

				Контроль		DOX		DOX+С2		DOX+С2+філграстим

		ПСЛШ		118		168.4		132.6		129.4

		ПСПШ		132.2		134.8		137.8		133.6

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1661027922.xls
Діаграма1

		лейкоцити		лейкоцити		лейкоцити		лейкоцити

		еритроцити		еритроцити		еритроцити		еритроцити

		гемоглобін		гемоглобін		гемоглобін		гемоглобін

		тромбоцити		тромбоцити		тромбоцити		тромбоцити



інтактні

L-PAM

L-PAM+філграстим

L-PAM+рГ-КСФ

%

*

*

*

**

**

100

24.4

38.3

37.6

100

89.7

93.4

93.9

100

86.3

90.5

91.3

100

40.1

35.16

37.5



Лист1

				L-PAM+рГ-КСФ		L-PAM+філграстим		L-PAM		інтактні

		лейкоцити		37.6		38.3		24.4		100

		еритроцити		93.9		93.4		89.7		100

		гемоглобін		91.3		90.5		86.3		100

		тромбоцити		37.5		35.16		40.1		100

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






_1659217023.xls
Діаграма1

		7 діб		7 діб		7 діб		7 діб		7 діб		7 діб

		10 діб		10 діб		10 діб		10 діб		10 діб		10 діб

		13 діб		13 діб		13 діб		13 діб		13 діб		13 діб

		17 діб		17 діб		17 діб		17 діб		17 діб		17 діб



Пухлинний контроль

L-PAM5.5

L-PAM5.5+філграстим

L-PAM5.5+С2

L-PAM5.5+філграстим+С2

L-PAM5.5+р-ГКСФ+С2

Об'єм пухлини, см3

Динаміка росту карциноми Герена

0.9

0.9

0.8

1

1

1

3.7

3.8

3.7

3.5

3.8

3.7

7.7
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Аркуш1

				Пухлинний контроль		L-PAM5.5		L-PAM5.5+філграстим		L-PAM5.5+С2		L-PAM5.5+філграстим+С2		L-PAM5.5+р-ГКСФ+С2

		7 діб		0.9		0.9		0.8		1		1		1

		10 діб		3.7		3.8		3.7		3.5		3.8		3.7

		13 діб		7.7		5.8		5.8		5.7		5.7		5.8

		17 діб		11.3		6.6		6.4		6.1		6		6
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Аркуш1

				ТБП		Каталаза		ЦП

		контроль		100		100		100

		L-PAM4		164.3		65.7		86.2

		L-PAM4+C2		108.3		82.2		104.8

		L-PAM4+р-ГКСФ		200		79.1		82.6

		L-PAM4+філграстим		194.4		76		89.2

		L-PAM4+C2+філграстим		100		86.5		111.1






