
 Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html
МІНІСТЕРСТВО ОХОРОНИ ЗДОРОВ'Я УКРАЇНИ
ЛУГАНСЬКИЙ ДЕРЖАВНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ
 

 

 

                                         На правах рукопису
 
УДК 615.22.03:616.1-008.64
 

 
Афоніна Тетяна Володимирівна
 
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ОБГРУНТУВАННЯ ДОЦІЛЬНОСТІ КОМБІНОВАНОГО ЗАСТОСУВАННЯ ЛІПОФЛАВОНУ З АЦЕЛІЗИНОМ ПРИ ХРОНІЧНІЙ СЕРЦЕВІЙ НЕДОСТАТНОСТІ
 

 

 
14.03.05 – фармакологія
 

 

 

 
Дисертація на здобуття наукового ступеня 

кандидата медичних наук
 

 

 

 

 
Науковий керівник:

доктор медичних наук, професор Савченкова Л.В.
·  

 

 

·  

·  

 

 

 

 

·  
· Луганськ – 2008
 
ЗМІСТ
 
	ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ...........................................................
	4

	ВСТУП……………………………………………………...........................
	6

	РОЗДІЛ 1.
	СУЧАСНІ АСПЕКТИ ПАТОГЕНЕЗУ ХРОНІЧНОЇ СЕРЦЕВОЇ НЕДОСТАТНОСТІ І ФАРМАКОЛОГІЇ БІОФЛАВОНОЇДІВ
	12

	 
	1.1. Сучасні уявлення про патогенез хронічної серцевої недостатності і підходи до фармакокорекції…..……………
	12

	 
	1.2. Клінічна фармакологія біофлавоноїдів………………. .....
	23

	 
	1.3.Ліпосомальні форми лікарських засобів в експерименті і клініці..........................................................................................
	35

	РОЗДІЛ 2.  МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ..............................
	46

	ВЛАСНІ ДОСЛІДЖЕННЯ
	 

	РОЗДІЛ 3.
	СКРИНІНГ ПОТЕНЦІЙНИХ КАРДІОПРОТЕКТОРІВ……..
	55

	 
	3.1. Вивчення фармакотерапевтичної ефективності потенційних кардіопротекторів при хронічній серцевій недостатності…………………………………………………..
	55

	 
	3.2. Розробка режиму дозування ліпофлавона в комбінації з ацелізином при хронічній серцевій недостатності методом двох факторного експерименту….............................................
	59

	РОЗДІЛ 4.
	ВПЛИВ ЛІПОФЛАВОНУ І ЙОГО КОМБІНАЦІЇ З АЦЕЛІЗИНОМ НА ОКИСНО-АНТИОКСИДАНТНИЙ ГОМЕОСТАЗ ОРГАНІЗМУ ЩУРІВ З ХРОНІЧНОЮ СЕРЦЕВОЮ НЕДОСТАТНІСТЮ………………….................
	64

	 
	4.1. Вплив ліпофлавона з ацелізином на інтенсивність перекисного окислення ліпідів при експериментальній серцевій недостатності……………………………………….
	64

	 
	4.2. Антиоксидантний статус щурів з дилятаційою кардіоміопатією на тлі комбінованого застосування ліпофлавону і його комбінації з ацелізином…………………
	73

	 
	4.3. Біохемілюмінісцентний аналіз фармакотерапевтичної ефективності ліпосомальної форми кверцетину в комбінації з ацелізином при дилятаційній кардіоміопатії………………
	81

	РОЗДІЛ 5.
	СТАН ЕНЕРГЕТИЧНОГО ГОМЕОСТАЗУ У ТВАРИН З ДИЛЯТАЦІЙНОЮ КАРДІОМІОПАТІЄЮ І ЗАСТОСУВАННІ ЛІПОФЛАВОНА З АЦЕЛІЗИНОМ……...
	90

	 
	5.1. Вплив ліпофлавона і його комбінації з ацелізином на аденілнуклеотидний обмін у тварин з хронічною серцевою недостатністю, що розвивається при дилятаційній кардіоміопатії…………………………………………………..
	90

	 
	5.2. Активність ферментів енергетичного метаболізму при експериментальній серцевій недостатності на тлі застосування ліпофлавона і його комбінації з ацелізином……………………………………………………...
	104

	 
	5.3.Вуглеводний обмін при дилятаційній кардіоміопатії і застосуванні ліпофлавона з ацелізином……………………...
	110

	РОЗДІЛ 6.
	ВПЛИВ  ЛІПОФЛАВОНА І ЙОГО КОМБІНАЦІЇ З АЦЕЛІЗИНОМ НА ФУНКЦІОНАЛЬНІ РЕЗЕРВИ МІОКАРДУ ТВАРИН З ХРОНІЧНОЮ СЕРЦЕВОЮ НЕДОСТАТНІСТЮ……………………………………………
	125

	 
	6.1. Зміна толерантності до фізичного навантаження у щурів з ХСН на фоні застосування ліпофлавона і його комбінації з ацелізином………………………………………………………
	125

	 
	6.2. Стан мікроциркуляції і процесів транскапілярного обміну у щурів з ХСН на фоні застосування ліпофлавона і його комбінації з ацелізином…………………………………
	132

	РОЗДІЛ 7.
	ВПЛИВ ЛІПОФЛАВОНАВ КОМБІНАЦІЇ З АЦЕЛІЗИНОМ НА КОМПЛЕКСОУТВОРЮЮЧІ ВЛАСТИВОСТІ ТРАНСПОРТНИХ БІЛКІВ ПРИ ХРОНІЧНІЙ СЕРЦЕВІЙ НЕДОСТАТНОСТІ...…………………………………………
	140

	АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ....................
	150

	ВИСНОВКИ……………………………………………….............................
	162

	ЛІТЕРАТУРА.........................
	165


 

 
ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
 
	АДФ
	Аденозиндифосфат

	АК
	Арахідонова кислота

	АМФ
	Аденозинмонофосфат

	АОС
	Антиоксидантна система

	АПФ
	Ангіотензинперетворюючий фермент

	АСК
	Ацетилсаліцилова кислота

	АТФ
	Аденозинтрифосфат

	АТФ-аза
	Аденозинтрифосфатаза

	БХЛ
	Біохемілюмінісценція

	ВЖК
	Вільні жирні кислоти

	ВР
	Вільні радикали

	ГІ
	Гіперінсулінемія

	ГРВІ
	Гостра респіраторна вірусна інфекція

	ДФЦ
	Державний фармакологічний центр

	ДК
	Дієнові кон’югати

	ДНОК
	Динітроортокрезол

	ЕЗ
	Енергетичний заряд

	ЕКГ
	Електрокардіограма

	ЕП
	Енергетичний потенціал

	ЕПР
	Електронний парамагнітний резонанс

	ЕТ-1
	Ендотелін-1

	ЕТ-a
	Ендотелін-a

	ЕТ-b
	Ендотелін-b

	ІХС
	Ішемічна хвороба серця

	ІЛ-1,6,10,1В
	Інтерлейкін-1,6,10,1В

	ІФ
	Індекс фосфорилювання

	КФК
	Креатинфосфокіназа

	ЛДГ
	Лактатдегідрогеназа

	ЛДФ
	Лазерна доплеровська флоуметрія

	ЛПДНЩ
	Ліпопротеїди дуже низької щільності

	ЛПВЩ
	Ліпопротеїди високої щільності

	ЛЗ
	Лікарські засоби

	МК
	Молочна кислота

	МСО
	Міжнародна система одиниць

	НУП
	Натрійуретичний пептид

	ОВП
	Окислювально-відновний потенціал

	ПВК
	Піровиноградна кислота

	ПОЛ
	Перекисне окислення ліпідів

	РААС
	Ренін-ангіотензин-альдостеронова система

	САС
	Симпато-адреналова система

	СОД
	Супероксиддисмутаза 

	СФ
	Спектрофотометр

	ТБК-продукти
	Продукти, що реагують з 2-тіоарбітуровою кислотою

	ТКД
	Термодинамічний контроль дихання

	ФАО
	Фактор антиоксидантного стану

	ФНП--a
	Фактор некрозу пухлини-a

	ХСН
	Хронічна серцева недостатність

	ЦНС
	Центральна нервова система

	цАМФ
	Циклічний аденозинмонофосфат

	цГМФ
	Циклічний гуанідинмонофосфат

	ЦОГ
	Циклооксигеназа

	ЧСС
	Частота серцевих скорочень

	ШКТ
	Шлунково-кишковий тракт

	e-NOS
	Ендотеліальна NO-синтаза

	i-NOS
	Індуцибельна NO-синтаза


 

 

 

 
ВСТУП
Актуальність проблеми. В даний час хронічна серцева недостатність є серйозною медико-соціальною проблемою, яка суттєво впливає на структуру захворюваності і смертності в економічно розвинених країнах, у тому числі і в Україні. Так, розповсюдженість даної патології складає в середньому 1-2% популяції, а серед осіб старше 65 років – від 6 до 17% [1,2,3]. Незважаючи на певні досягнення в області вивчення патогенезу і впровадження нових методів лікування ХСН, як і раніше, залишається найпоширенішим захворюванням серцево-судинної системи з прогностично несприятливим прогнозом. За результатами Фремінгемського дослідження, в 2001 році частота вперше встановленого діагнозу ХСН склала 2,5-2,7 на 1000 звернень в рік [4,5]. Останніми роками ці показники мають тенденцію до зростання: так, серед осіб старше 60 років, що не страждають на  ІХС і що рахують себе здоровими, в умовах проб з навантаженням в 11,5 % виявлені ознаки початкової стадії ХСН. Певною мірою це пов'язано із збільшенням тривалості життя, що веде до «старіння» населення розвинених країн світу. Очікується, що в найближчі 20-30 років поширеність ХСН зросте до 40-60% [1,2,3].

При цьому прогноз для життя пацієнтів з ХСН зіставимий з прогнозом злоякісних пухлин: 50 % хворих, що страждають важкою формою ХСН, помирають впродовж року, дворічна смертність складає 50-70 %, а трирічна перевищує 70 %. Загалом, середні терміни виживання при ХСН складають 3,2 роки у чоловіків і 5,6 років у жінок [3,4,6]. 
Останніми роками отримала визнання концепція, що відображає значну роль окислювального стресу в патогенезі ХСН. Генерація активних форм кисню, порушення регуляції механізмів антирадикального захисту, виснаження ресурсів ендогенної АОС, некерована активація ПОЛ є ключовими ланками загибелі кардіоміоцитів при прогресуванні серцевої недостатності [4,5]. Виходячи з цього, стає очевидною доцільність використання природних або синтетичних антиоксидантів – інгібіторів вільно-радикального окислення як фармакотерапевтичних засобів комплексної терапії ХСН. 

Проте фактором, що лімітує застосування антиоксидантів в клінічній практиці, є вельми низька біодоступність відомих високоефективних препаратів з антиоксидантним механізмом дії. У цьому плані вивчення фармакотерапевтичної ефективності ліпосомальних форм ЛЗ, оцінка перспектив їх застосування при ХСН, зокрема ліпосомальної форми біофлавоноїду кверцетину для захисту міокарду від вільно-радикального ішемічного пошкодження є актуальним напрямком сучасної фармакології.

Необхідно також відзначити доцільним, з погляду сучасних уявлень про патогенез ХСН, наявність в спектрі фармакотерапевтичних ефектів кверцетину крім антиоксидантної, ще і антиліпоксигеназної активності. У світлі сучасних уявлень про патогенез серцевої недостатності слід вважати перспективним включення в комплексну терапію ХСН препаратів, що володіють дезагрегантною дією, а також здатних блокувати циклооксигеназну гілку метаболізму арахідонової кислоти, а саме ацетилсаліцилової кислоти.

Таким чином, виходячи з патогенезу ХСН, а також враховуючи високий фармакологічний потенціал і відносну нешкідливість  ліпофлавону і ацелізину, слід вважати за доцільне вивчення фармакотерапевтичної ефективності ліпофлавону та його комбінації з ацелізином при ХСН.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана в рамках планової науково-дослідної роботи кафедри клінічної фармакології і фармакотерапії Луганського державного медичного університету МОЗ України за темою: «Дослідження клініко-фармакологічних аспектів препаратів метаболічного типу дії» (№ госрегистрации 7U/1851, 2004-2008 г.г.). 
Мета і задачі дослідження. Мета роботи –  на основі експериментальних досліджень обґрунтувати доцільність та ефективність комбінованого застосування ліпофлавону з ацелізином, вивчити основні сторони їх фармакодинаміки при ХСН.
Для досягнення поставленої мети вирішувалися наступні задачі:
1.    Розробити оптимальний режим застосування ліпофлавону в комбінації з ацелізином при ХСН, що розвивається при формуванні дилятаційної кардіоміопатії .
2.    Вивчити стан окисно-антиоксидантного гомеостазу організму тварин з ХСН на тлі застосування ліпофлавону і його комбінації з ацелізином.

3.    Дослідити вплив ліпофлавону і його комбінації з ацелізином на аденілнуклеотидний обмін у тварин з серцевою недостатністю, що розвивається на фоні дилятаційної кардіоміопатії.

4.    Оцінити вплив ліпосомальної форми кверцетину і його комбінації з ацелізином на стан енергетичного гомеостазу при експериментальній серцевій недостатності.

5.    Дослідити вплив ліпофлавону і його комбінації з ацелізином на функціональні резерви міокарду у тварин з ХСН.

6.    Оцінити зв'язуючу здатність сироваткових білків при ХСН на тлі комбінованого застосування ліпофлавону з ацелізином.
Об'єкт дослідження: експериментальна фармакотерапія ХСН, що розвивається при дилятаційній кардіоміопатії.
Предмет дослідження: фармакодинаміка і –кінетика ліпофлавону і його комбінації з ацелізином, при використанні  їх у щурів з ХСН.
Методи дослідження: фармакологічні, в т.ч. фармакокінетичні, біохімічні, біофізичні та статистичні.
Наукова новизна отриманих результатів.  У роботі вперше дано теоретичне і експериментальне обґрунтування доцільності і ефективності комбінованого застосування ліпосомальної форми кверцетину – ліпофлавону з водорозчинною формою АСК – ацелізином при ХСН, що обумовлена дилятаційною кардіоміопатією, а також розроблено оптимальний режим дозування останніх у вивчаємих умовах експерименту.

Вперше виявлені нові сторони фармакодинаміки ліпофлавону і його комбінації з ацелізином в плані їх впливу на прооксидантно-антиоксидантний гомеостаз, енергетичний обмін, фізичну працездатність та комплексоутворюючі властивості сироваткових білків тварин з ХСН. Отримані оригінальні дані про ефективність ліпофлавону і його комбінації з ацелізином в плані регуляції захисно-адаптаційних механізмів організму на етапі біотранспорту ендотоксинів, що в цілому реалізується підвищенням толерантності щурів до фізичного навантаження та покращенням мікроциркуляції та шкірної перфузії.

Отримані в експерименті дані дозволили розширити існуюче уявлення про фармакологічні властивості ліпосомальної форми кверцетину – ліпофлавону і ацелізину. 

Новизна отриманих даних підтверджена Патентом України №23125 від 10.05.2007 «Спосіб комбінованої фармакотерапії хронічної серцевої недостатності».
  Практичне значення отриманих результатів. У роботі наведені результати експериментально-теоретичного дослідження ефективності застосування ліпофлавону в комбінації з ацелізином при дилятаційній кардіоміопатії, як експериментальній моделі ХСН. Отримані в роботі дані дозволяють значно розширити існуючі уявлення про фармакодинаміку та фармакокінетику комбінації лікарських засобів, а також про механізм фармакотерапевтичної дії останніх при серцевій недостатності.

На підставі отриманих результатів комплексних експериментальних досліджень розроблені і видані методичні рекомендації «Застосування антиоксидантів в клініці внутрішніх хвороб» (2007 р.) і інформаційний лист «Застосування ліпофлавону з ацелізином в комплексному лікуванні хронічної серцевої недостатності.

          За матеріалами досліджень отримано декларативний патент на винахід «Спосіб комбінованої фармакотерапії хронічної серцевої недостатності» №23125.

Матеріали досліджень впроваджені в учбовий процес на кафедрі фармакології з курсом клінічної фармакології Івано-Франківського державного медичного університету, кафедрах клінічної фармакології, клінічної фармації і фармакотерапії Донецького Національного медичного університету, Тернопільського державного медичного університету, Вінницького національного медичного університету, Національного фармацевтичного університету. 
          Отримані в роботі дані можуть бути використані як експериментальне обґрунтування для оптимізації фармакотерапії серцевої недостатності, а також для розширення показань до застосування ліпофлавону при ХСН різного ґенезу.
Особистий внесок дисертанта. Автором особисто визначені мета і задачі дослідження, вибрані методичні підходи, проведений патентно-інформаційний пошук, зокрема з використанням пошукових серверів Yandex, Alta Vista, Rambler, Aport, а також медичної бази даних Medline мережі Internet. Самостійно виконані всі фрагменти експериментальних досліджень і написано огляд літератури. Статистична обробка, узагальнення і аналіз отриманих даних, розробка основних положень роботи і її висновків виконані дисертантом особисто.
  Апробація матеріалів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи доповідались і отримали позитивну оцінку на Ювілейному VIII з'їзді Всеукраїнського лікарського товариства, присвяченого 25-річчю організації (Івано-Франківськ, 2005) ІІ науково-практичній конференції молодих вчених і спеціалістів «Актуальні проблеми фармакології та токсикології» (Київ, 2005), 78-й науково-практичній конференції студентів і молодих вчених «Теоретичні і практичні аспекти сучасної медицини» (Сімферополь, 2006), ХІ Конгресі Всесвітньої федерації Українських лікарських товариств (Полтава-Київ-Чікаго, 2006) ІІІ Національному з'їзді фармакологів України «Фармакологія 2006 – крок у майбутнє» (Одеса,2006), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Сучасні аспекти діагностики та лікування в кардіології та ревматології» (Вінниця, 2006), VI Всеукраїнській науково-практичній конференції «Клінічна фармація в Україні» (Харків, 2007), Міжнародній науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання в сучасній медицині» (Харків, 2007), Науково-практичній конференції «Здобутки клінічної і експериментальної медицини» (Тернопіль, 2007),  V Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Досягнення та перспективи клінічної фармакології» (Вінниця, 2008), ХІІ Конгресі Світової федерації українських лікарських товариств (Івано-Франківськ, 2008), Всеукраїнській науково-практичній конференції за участю міжнародних спеціалістів «Клінічна фармація в Україні» (Харьків,2008), ІІ Національному Конгресі лікарів внутрішньої медицини «Міждисциплінарний підхід до впровадження сучасних рекомендацій з діагностики та лікування захворювань внутрішніх органів у клінічну практику» (Київ,2008).
          Публікації. По темі дисертації опубліковано 26 наукових робоіт, з них 10 статей в наукових спеціалізованих журналах, 1 методичні рекомендації, 1 інформаційний лист, а також 13 тез доповідей на наукових форумах різних рівнів. Отримано патент України на винахід.
          Структура і об'єм дисертації. Дисертація складається з вступу, огляду літератури, глави “Матеріали і методи дослідження”, 5 розділів власних досліджень, аналізу і узагальнення результатів досліджень, висновків, списку використаної літератури, який включає 248 джерел кирилицею і 73 латиницею. Робота викладена на 200 сторінках комп’ютерного тексту, ілюстрована 26 рисунками і 22 таблицями.
 

 

 

 
ВИСНОВКИ
 
У дисертації дано нове рішення актуальної наукової задачі, що полягає в теоретичному і експериментальному обгрунтуванні доцільності і ефективності застосування ліпосомальної форми кверцетину – ліпофлавона і його комбінації з ацелізином як засобів фармакокоррекції порушень, що розвиваються при хронічній серцевій недостатності. Кардіопротекторна активність даної комбінації лікарських засобів реалізується здатністю коригувати основні ланки патогенезу модельованої форми серцевої недостатності за рахунок встановлених в роботі  низки особливостей фармакологічної активності ліпофлавона і його комбінації з ацелізином.

1. Методом біохемілюмінісценції доведена здатність комбінації ліпофлавону з ацелізином суттєво знижувати у всі терміни дослідження інтенсивність швидкого спалаху надслабкого світіння в сироватці крові (у 1,3-1,9 рази) і міокарді (у 1,4-1,5 рази), а також зменшувати  площу під кривою біохемілюмінісценції в біосубстратах  щурів з дилятаційною кардіоміопатією (в1,1-2,7 рази і 1,1-1,3 рази в сироватці крові і міокарді, відповідно), що свідчить про високу антирадикальну активність ліпофлавона в комбінації з ацелізином. Реалізація таким чином антирадикальної активності препаратів забезпечує підтримку динамічної рівноваги в системі «радикалоутворення-антиоксидантний захист». 

2. Курсове застосування ліпофлавона в комбінації з ацелізином при модельованій формі хронічної серцевої недостатності проявляється зниженням як в сироватці крові, так і в міокарді в 2,3-2,6 рази рівня первинних (диєнові кон’югати) і в 1,8-2,1 рази рівня кінцевих продуктів ліпідпереокислення (ТБК-продуктів), зниженням (на 30-40%) швидкості накопичення продуктів ПОЛ, при одночасному збільшенні активності компонентів ферментативної ланки антиоксидантної системи (каталаза, супероксиддисмутаза) в 1,2-1,7 рази і 1,4-2,1 рази, відповідно, проявляючи виражену мембранопротекторну дію, що запобігає розвитку поширеної мембранопатії, обумовленої порушенням прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу. 

3. У щурів з дилятаційною кардіоміопатією на фоні курсового застосування ліпофлавона в комбінації з ацелізином відмічається відновлення співвідношення компонентів аденілнуклеотидної системи (АТФ, АДФ, АМФ) з одночасним збільшенням основних показників енергообміну (ЕЗ на 25-30%, ЕП на 14-15%, ТДК на 67-87%, ИФ на 51-52%), що свідчить про енергозберігаючу дію комбінації лікарських засобів. 

4. Фармакотерапевтичний ефект ліпофлавона в комбінації з ацелізином при хронічній серцевій недостатності реалізується шляхом відновлення балансу в системі глюкоза/глікоген і лактат/піруват, а також зменшенням величини окислювально-відновного потенціалу на тлі зниження активності лактатдегідрогенази (на 25-30%) з одночасним підвищенням активності креатинфосфокінази (у 2,1-2,5 рази) у всі терміни дослідження, що виявляється усуненням явищ метаболічного ацидозу і активацією процесів аеробного гліколізу.

5. Кардіопротекторна активність ліпофлавона в комбінації з ацелізином у щурів з дилятаційною кардіоміопатією реалізується достовірним (Р<0,05) підвищенням у всі терміни спостереження толерантності до фізичного навантаження в тесті «примусового плавання» (в середньому на 30%), а також збільшенням на 54-60% об'ємної швидкості периферичного кровотоку, що свідчить про збільшення функціональних резервів міокарду при модельованій формі хронічної серцевої недостатності.

6. В експерименті доведена здатність ліпофлавона в комбінації з ацелізином модифікувати комплексоутворюючі властивості білків сироватки крові  щурів з модельованою формою хронічної серцевої недостатності  шляхом збільшення константи  асоціації  оборотних комплексів «білок-ліганд (на 30-49%), а також  збільшення кількості зв'язуючих центрів на молекулах транспортних протеїнів.

7. Проведені порівняльні дослідження фармакотерапевтичної ефективності курсового застосування ліпофлавона і його комбінації з ацелізином при хронічній серцевій недостатності, що розвивається на фоні дилятаційної кардіоміопатії свідчать про посилення ефекту ліпосомальної форми кверцетину  на 5-10% при включенні в схему лікування водорозчинної форми ацетилсаліцилової кислоти, що проявляється в підвищенні в першу чергу мембраностабілізуючої та енергозбережувальної дії, а також в цілому кардіопроекторного ефекту препаратів.
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