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ВСТУП

Актуальність теми. Підвищений рівень гомоцистеїну (ГЦ) в плазмі крові, тобто гіпергомоцистеїнемія (ГГЦ), є визнаним незалежним фактором ризику ураження серцево-судинної системи, у тому числі при ряді захворювань - атеросклерозі [Yang F. et al.,2005], гіпертонії [Андрушко І.І. та ін., 2003], цукровому діабеті [Schafer S.A. et al. 2006; Essais O. et al., 2006], псоріазі [Vanizor Kural B. et al., 2003], нирковій недостатності [Мухин Н.А.та ін., 2002], та інших. З ГГЦ пов’язують також деякі порушення діяльності ЦНС (депресія, шизофренія, хвороби Альцгеймера та Паркінсона), виникнення дефектів розвитку в онтогенезі,  рак прямої кишки  [Пентюк О.О. та ін., 2003; Weingaertner J. et al., 2005; de Souza  F.G.  et al.,2006].  Негативний вплив ГГЦ на організм реалізується шляхом пригнічення процесів метилювання, (гіпометилювання), хімічної модифікації білків [Selhub J. 1995] , стимуляції оксидативного стресу [Sydow K.et al., 2003; Tyagi N. et al., 2005], впливу на експресію генів, стимуляції тромбогенезу [Hainaut P. et al., 2002;           Genser D., 2003] та інші процеси. Морфологічні зміни за ГГЦ характеризуються виникненням дегенеративних змін гіпоксичного характеру, ураженням ендотелію судин [Dimitrova K., et al., 2002] та іншими ознаками. 
Хоча ГЦ є нормальним метаболітом організму, однак за певних умов – при спадкових генетичних дефектах, недостатності в харчуванні вітамінів В6, В9, В12, інших захворюваннях та патологічних станах - рівень ГЦ в плазмі крові підвищується.
Перші знахідки ГГЦ у людей  були	 описані ще у 1962 та 1964 роках, але на роль ГГЦ як можливого етіологічного фактору атерогенезу та тромбогенезу першим вказав в 1969 р. K. McCully, який описав численну  судинну патологію у малюків із гомоцистеїнурією - рідкісною аутосомно-рецесивною хворобою, зумовленою дефіцитом цистатіонін--синтетази. Ці роботи не були помічені протягом багатьох років і лише дослідження  Selhub J. et al. (1995) цит. по [Yang F. et al.,2005]  привернули увагу широкої медичної спільноти до цієї проблеми. В першому випадку було встановлено зв’язок між ГГЦ та інфарктом міокарду, в другому - з позакраніальним стенозом сонної артерії. В подальшому ряд дослідників отримали дані про те, що ГГЦ пов’язана з ураженням судин навіть тісніше, ніж гіперхолестеринемія. Крім того, неодноразово показано, що підвищений вміст ГЦ в плазмі  має місце у більшості пацієнтів вже на ранніх стадіях розвитку атеросклерозу та передує виникненню кардіоваскулярної патології [Andreotti F. et al.,1999; Ueland P. et al., 2000; Pearson T.A., 2002]. В зв’язку з цим  переважаюча більшість науковців вважає ГГЦ об’єктивно незалежним фактором ризику розвитку серцево-судинної патології.
Підтвердженням значної ролі ГГЦ у прогресуванні серцево-судинної патології є те, що призначення гіпогомоцистеїнемічної терапії приводить не лише до зниження рівня ГЦ в плазмі крові, але і до позитивної динаміки відхилень з боку серцево-судинної системи та покращенню функції ендотелію [Постовітенко К.П., 2006; Chambers C. et al., 2000; Title L.M. et al., 2000; Schnyder G. et al., 2002]. По даним              [Ceperkovic Z., 2006] зниження рівня ГЦ в крові на 3 ммоль/л знижує ризик ішемічної хвороби серця на 16 %, тромбозу вен на 25 %, серцевих нападів – на 24 %.
Причиною ГГЦ можуть бути явна або прихована недостатність вітамінів В6, В9, В12, пов'язана з дефектами харчування, віком, порушеннями на генетичному рівні синтезу ферментів, що приймають участь в метаболізмі цих вітамінів. ГГЦ виникає також при ряді захворювань – нирковій недостатності, діабеті, псоріазі та інших, при наявності у людини деяких шкідливих звичок [Rasmussen.K., Moller J., 2000]. 
Наведені дані свідчать про те, що з ГГЦ пов’язаний підвищений ризик розвитку серцево-судинних та інших захворювань. В наш час для зниження рівня ГЦ в крові рекомендують такі заходи, як раціональне харчування та пропаганда здорового способу життя (боротьба з курінням, адинамією, зловживанням алкоголю та кави), а серед фармзасобів – прийом препаратів гіпогомоцистеїнемічної дії (вітамінів В6, В9, В12, рибофлавіну, креатину, холіну, бетаїну та інших). Найчастіше використовують високі дози вітамінів В6, В9,  та В12  -  кожного окремо або їх комплекси, але дія всіх цих заходів є недостатньою. Наприклад, в клінічних умовах найбільшу гіпогомоцистеїнемічну активність виявила певна комбінація вітамінів В6, В9, В12 [Clark R., 1998], тривале застосування якої привело до вірогідного зниження рівня ГЦ в крові, але не нормалізувало його. 
В літературі відсутні дані щодо застосування мікроелементів та вітамінно-мікроелементних комплексів як гіпогомоцистеїнемічних засобів, хоча вважають, що вітамінно-мінеральні комплекси мають високу біологічну та лікувальну активність, особливо при включені до них легко засвоюваних форм мінеральних солей [Григор’єва Г.С. та співавт., 2004]. Відомо, що ферменти метилювання ГЦ є Zn-залежними метало ензимами [Goulding C.W., Matthews R.G., 1997;  Millian N.S., Garrow T.A., 1998;  Ferrer J.L. et al., 2004; Ratnam S. et al., 2006]. Вказують на можливу антиоксидантну активність хрому та ванадію [Bonnefont-Rousselot D., 2004; Jelikić-Stankov M. еt al., 2007], а саме оксидаттивний стрес є однією з ознак ГГЦ. Крім того, хром та особливо ванадії проявляють інсуліноподібну дію, а недостатність інсуліну часто супроводжується підвищенням рівня ГЦ в крові. В зв’язку з цим  комплекс вітамінів В6, В9, В12 з хелатними сполуками мікроелементів цинку, ванадію та хрому, тобто ВМК, може бути ефективним гіпогомоцистеїнемічним засобом .
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана в рамках планової наукової роботи кафедри загальної та біологічної хімії ВНМУ ім. М.І. Пирогова (УДК: 615.22:262, № державної реєстрації 0101U002832), а також згідно договору з Інститутом фармакології та токсикології АМН України „Створення нового лікарського засобу антиатеросклеротичної дії на основі комплексу вітамінів В6, В9, В12 та мікроелементів” від 01.11.2001 р. та 02.02.2004 року.
Мета і завдання дослідження. На основі експериментальних досліджень встановити лікувально-профілактичні властивості нового вітамінно-мікроелементного комплексу  при гіпергомоцистеїнемії.
 Для досягнення мети були поставлені такі завдання:
  1. Відтворити на білих щурах-самцях три експериментальні  моделі ГГЦ – гостру метіонінову, хронічну метіонінову та гіповітамінозно-метіонінову. 
	2. На моделях гострої та хронічної метіонінової ГГЦ дослідити профілактичну гіпогомоцистеїнемічну активність нового вітамінно-мікроелементного комплексу та препаратів порівняння.
	3. На моделі хронічної метіонінової ГГЦ вивчити лікувальну гіпогомоцистеїнемічну дію ВМК, препаратів порівняння та їх антиоксидантну здатність. 
	4. На моделі комбінованої (гіповітамінозно-метіонінової ГГЦ) дослідити в динаміці вплив ВМК та препаратів порівняння на рівень ГЦ в плазмі крові, вітамінний статус тварин, а також гематологічні зрушення, показники оксидативного стресу та ендотоксикозу, індуковані ГГЦ. 
            5. Дослідити дозозалежну гіпогомоцистеїнемічну дію ВМК в умовах гіповітамінозно-метіонінової ГГЦ.
            6. Дослідити зміни мікроскопічної будови внутрішніх органів щурів (серце, легені, нирки, печінка, шлунок, кишківник, сім’яники, сітківка ока та головний мозок) за гіповітамінозно-метіонінової ГГЦ та здатність ВМК в цих умовах відновлювати порушену структуру органів.
Об’єкт дослідження: гіпергомоцистеїнемія
Предмет дослідження: лікувально-профілактична дія нового вітамінно-мікроелементного комплексу на моделях гіпергомоцистеїнемії.
Методи дослідження. біохімічні, гематологічні, мікробіологічні, морфологічні та статистичні.
Наукова новизна дослідження. Достаменно підтверджено, що гіповітамінозно-метіонінова ГГЦ супроводжується пошкодженням судинного русла внутрішніх органів, у т.ч. серця, легень, нирок та печінки. Досліджено основні фактори фармакологічної дії ВМК та встановлено переваги його активності на досліджених моделях гіпергомоцистеїнемії у щурів: нормалізації відхилень, індукованих ГГЦ у порівнянні з вітамінною сумішшю ПП-1 та препаратом “Декамевіт”.  Вперше показано, що композиція мікроелементів на основі координаційних сполук цинку та хрому з N-2,3-диметилфенілантраніловою кислотою та ванадатом амонію підсилює специфічну гіпогомоцистеїнемічну дію вітамінів В6, В9 та В12. Вперше запропонована класифікація гіпогомоцистеїнемічних лікарських засобів, заснована на аналізі механізму їх дії.
Практичне значення одержаних результатів. Проведені експериментальні дослідження показали доцільність застосування ВМК з профілактично-лікувальною метою при ГГЦ. На основі літературних та власних даних у співавторстві розроблені методичні рекомендації “Доклінічні дослідження гіпогомоцистеїнемічної дії потенційних лікарських засобів”. 
	Впровадження результатів дослідження в практику. За результатами дослідження отримано 1 патент України на винахід. Основні положення                дисертації використовуються в навчальному процесі на кафедрах Вінницького національного медичного університету ім. М.І.Пирогова (кафедри фармакології, патологічної анатомії), Тернопільського державного медичного університету                   ім. І.Я.Горбачевського (кафедра медичної хімії), Буковинського державного медичного університету (кафедри фармації та медичної хімії), Ужгородського національного університету (кафедра біохімії і фармакології).
Особистий внесок здобувача. Автором особисто проведено патентно-інформаційний пошук, аналіз даних літератури за темою дисертації, опрацьовано моделі, згідно з якими особисто виконано експериментальні дослідження. Дисертант самостійно провів статистичну обробку та аналіз первинного матеріалу, написав всі розділи дисертації, сформулював висновки та практичні рекомендації. Мікробіологічні дослідження проведені на кафедрі мікробіології, вірусології та імунології ВНМУ ім. М.І. Пирогова  (зав. каф. – проф. Г.К. Палій), гістологічні – на кафедрі гістології та ембріології ВНМУ ім. М.І. Пирогова (зав. каф. – проф.                 М.С. Пушкар), гістохімічні у відділі морфології ІФТ АМН України (зав. відділом – ст.н.с. О.В. Сергієнко), за що  дисертант їм щиро вдячний.
Апробація результатів дослідження. Результати роботи були оприлюднені на науково-практичних конференціях “Біопсихосоціальні аспекти здоров’я: здоров’я здорових” (Вінниця, 2004), "Сучасний стан і проблеми експериментальної та клінічної медицини" (Тернопіль, 2004), “Новітні технології у медицині” (Вінниця, 2005), на ІХ з'їзді Всеукраїнського Лікарського Товариства (Вінниця, 2007). 
              Публікації. За матеріалами досліджень опубліковано 10 наукових праць: 5 статей у виданнях, рекомендованих ВАК України, 4 тез в   матеріалах наукових конференцій і з’їздів, 1 методична рекомендація.




ВИСНОВКИ
	В дисертаційній роботі експериментально обгрунтовуєьться доцільність застосування нового вітамінно-мікроелементного комплексу  для профілактики та лікування гіпергомоцистеїнемії.
1. У білих нелінійних щурів з гострою та хронічною моделлю ГГЦ, викликаною введенням L-метіоніну, так само, як і з гіповітамінозно-метіоніновою моделлю, реєструється значне підвищення рівню гомоцистеїну (в 4,5-5,1; 2,2; 11-13 разів, відповідно) в плазмі крові, виникають явища оксидативного стресу – вміст малонового діальдегіду в крові, печінці та нирках підвищується на 65,8; 57,0; 20%, відповідно,  кетогруп білків на 57,6; 84,8; 46,7%, відповідно, гідропероксидів в печінці на 37,8%, в нирках – на 40,8%. За гіповітамінозно-метіонінової ГГЦ  формується ендотоксикоз – рівень молекул середньої маси в крові підвищується на 53,6%.
	2. На моделі гострої ГГЦ, викликаної L-метіоніном, 10-добове внутрішньошлункове введення щурам ВМК значно зменшувало рівень гомоцистеїну в плазмі крові (2,86±0,26 мкг/мл, в контролі ГГЦ - 8,26±1,53 мкг/мл). За цим показником ВМК вірогідно переважав препарат порівняння ПП-2 (3,86±0,32 мкг/мл) та дорівнював ПП-1.
	3. Лікувально-профілактичне введення білим щурам з моделлю хронічної метіонінової ГГЦ вітамінно-мікроелементного комплексу протягом 15 діб практично нормалізувало рівень гомоцистеїну (знизився з 3,70±0,3 мкг/мл до 1,87±0,23 мкг/мл), а також зменшувало вміст малонового діальдегіду в сироватці крові (з 17,8±0,95 до 13,2±0,88 мкмоль/л) і кетогруп білків (з 60,3±2,5 до 42,8±2,0 мкг/100мг білка). За цими ефектами ВМК вірогідно переважав ПП-1 (15,9±0,74 мкмоль/л та 55,3±2,6 мкг/100мг білка, відповідно) і дорівнював ПП-2.
	4. В умовах  сформованої хронічної метіонінової ГГЦ щодобове внутрішньошлункове введення ВМК протягом 3 діб нормалізувало вміст гомоцистеїну в плазмі крові білих щурів (1.44±0,19 мкг/мл), малонового діальдегіду                              (14,2±0,83	мкмоль/л) та кетогруп білків (50,5±2,5 мкг/100 мг білка) в сироватці крові. Дія ВМК була тотожною такій ПП-2 та переважала ефект ПП-1 (за рівнем малонового діальдегіду та кетогруп білків).
	5. На моделі гіповітамінозно-метіонінової ГГЦ щодобове введення ВМК  протягом 4 діб нормалізувало вміст гомоцистеїну в плазмі крові білих щурів (рівень знизився з 19,2±2,6 до 0,86±0,12 ), а після дії ПП-1 - до 1,58±0,21 (при 1,43±0,26 мкг/мл у інтактних тварин). Препарат порівняння  ПП-2 нормалізував цей показник лише на 10 добу.
	6. Застосування ВМК у білих щурів з гіповітамінозно-метіоніновою ГГЦ на                      4 добу нормалізувало вміст молекул середньої маси (рівень зменшився з 0,424±0,016 од до 0,276±0,02 од), а на 10 добу – рівень малонового діальдегіду, кетогруп білків, гідроперекисів в сироватці крові, печінці та нирках. За цими показниками ВМК дорівнював ПП-2 та вірогідно перевищував ПП-1.
	7. У білих щурів з гіповітамінозно-метіоніновою ГГЦ реєструються морфологічні ознаки ушкодження судинного русла (повнокрів’я, набухання стінки судин, десквамація ендотелію, тромбоз окремих судин різної давнини та інші), паренхіми печінки та нирок гіпоксичного та метаболічного характеру (дистрофія, стеатоз, гломерулосклероз та інші). Лікування ВМК при цій патології відновлює структуру судин та органів на 10 добу, а при використанні ПП-1 на 20 добу. 
	8. Механізм лікувально-профілактичної дії ВМК, ймовірно, обумовлений в першу чергу зниженням в плазмі крові ГЦ за рахунок прискорення його метаболізму під впливом вітамінів та мікроелементів.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
	1. За механізмом дії сучасні засоби лікування ГГЦ доцільно поділити на 4 групи: а) прямої гіпогомоцистеїнемічної дії (активують обмін ГЦ чи сприяють екскреції його з сечею); б) з опосередкованою гіпогомоцистеїнемічною активністю (знижують потребу в S-аденозилметіоніні або мають нез’ясований механізм впливу); в) засоби, дія яких спрямована на корекцію ускладнень, викликаних ГГЦ; г) комбіновані препарати, що в одній лікарській формі містять речовини з різним механізмом дії.
2. При станах, що супроводжуються підвищеним вмістом гомоцистеїну в плазмі крові, з лікувальною метою слід застосовувати новий вітамінно-мікроелементний комплекс (вітаміни В6, В9, В12, цинк, хром, ванадій). 
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