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ВСТУП

Актуальність теми. Порушення збалансованої рівноваги функціональних систем згортання і антизгортання крові призводять до розвитку кровотеч або тромбозів. Своєчасне застосування засобів, які регулюють процеси коагуляції і фібринолізу, дозволяє полегшити стан хворого, зберегти його працездатність, а в деяких випадках запобігти смерті. 
На теперішній час найбільш ефективними гемостатиками, які застосовуються при гострих та масивних кровотечах, є засоби тваринного походження (желатиноль, желпластан, губка желатинова), донорської крові та її фракцій (тромбін, фібриноген, плівка фібринна). Характерною особливістю цих препаратів є висока вартість, яка обумовлена складністю і трудомісткістю технології виготовлення та значною собівартістю сировини. Для профілактики і лікування помірних кровотеч з тривалим перебігом, таких як гемороїдальні, маткові кровотечі на тлі запальних процесів, фібром, при недостатньому зворотньому розвитку матки, застосовують гемостатики рослинного походження, які на фармацевтичному ринку України представлені, в основному, настоянками та рідкими спиртовими екстрактами, а також зборами. Серед них добре відомі препарати лагохилусу п’янкого, кропиви, деревію, гірчака перцевого, калини, гірчака почечуйного, арніки, грициків звичайних та інші [1, 2]. Загальним недоліком рослинних гемостатичних препаратів є низька комплаєнтність до них пацієнтів, бо ці засоби використовуються в рідких лікарських формах, або зборах, що потребує додаткових зусиль пацієнта для правильного дозування краплями, чи приготування настоїв та відварів. Оскільки до складу екстрактів гірчака перцевого, грициків, кропиви, калини, деревію та настоянок арніки, деревію, лагохилусу входить етиловий спирт, ці препарати не рекомендується вживати вагітним жінкам і у періоди лактації, коли вживання їх є необхідним за умови  маткової кровотечі [3, 4]. 
У рослинах біологічно активні речовини знаходяться у оптимальних співвідношеннях, що сформувалися в процесі еволюції при взаємодії організму з навколишнім середовищем. Препарати рослинного походження діють на організм людини завдяки комплексу біологічно активних речовин і мікроелементів,  і тому мають на нього різнобічний вплив [5]. 
З огляду на це, пошук і розробка нових гемостатичних засобів рослинного походження, що поряд з високою специфічною активністю були б зручними та безпечними у застосуванні, є актуальною проблемою сучасної фармакології.  
Детальне вивчення хімічного складу та фармакологічних властивостей, а також результатів клінічних досліджень ефективності рослин та препаратів з них є підґрунтям для розробки та впровадження у медичну практику нових високоефективних рослинних засобів [6]. На відміну від синтетичних лікарських засобів рослинні біологічно-активні речовини (БАР) чинять на організм людини м’яку дію, не викликають побічних ефектів та алергійних реакцій. Наявність достатньої сировинної бази, комплексна фармакологічна активність та нешкідливість пояснює зацікавленість до вивчення дикоростучих неофіцінальних рослин. З літературних даних відомо, що рослини роду ожини (Rubus) містять дубильні речовини, фенолкарбонові кислоти та флавоноїди, які мають широкий спектр фармакологічної активності [7-11]. Флавоноїди, аскорбінова кислота та поліфеноли мають тенденцію до накопичення у значних кількостях, що дає можливість розглядати рослини як багате джерело цих речовин [12, 13].  В народній медицині використовують Ожину сизу Rubus caecius як кровоспинний, протизапальний, жарознижуючий, знеболюючий, загальнозміцнюючий, заспокійливий і сечогінний засіб [13-15]. 
У НФаУ на кафедрі фармакогнозії під керівництвом професора                   В.М. Ковальова було вивчено фітохімічний склад пагонів ожини сизої і отриманого з них сухого екстракту. Визначено, що до складу пагонів ожини сизої входять: сума флавоноїдів в перерахунку на рутин 1,38%, дубильних речовин 7,4%, що суттєво перевершує вміст БАР у більшості лікарських рослин-гемостатиків, наприклад, гірчака перцевого [16-19]. Багатий хімічний склад робить ожину сизу цінним лікувально-профілактичним засобом. Такий хімічний склад може обумовити широкий спектр фармакологічної активності, в тому числі і гемостатичну дію. Досі в цьому відношенні ожина сиза не вивчалась. В клінічну практику препарати з ожини сизої ще не впроваджені. 
У зв’язку з цим, доцільним та актуальним було вивчення гемостатичної активності сухого екстракту з пагонів ожини сизої (Rubus caesius) з родини розоцвітих (Rosaceae).
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно з планом науково-дослідних робіт Національного фармацевтичного університету за темою „Фармакологічні дослідження біологічно активних речовин та лікувальних засобів синтетичного та біологічного походження, їх застосування в медичній практиці” (№ державної реєстрації 0103U000478).
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]Мета і завдання дослідження. Мета роботи – експериментальне обґрунтування доцільності застосування сухого екстракту з пагонів ожини сизої як гемостатичного засобу при внутрішніх кровотечах.
Для досягнення зазначеної мети були поставлені наступні завдання:
1. Дослідити гемостатичну активність сухого екстракту з пагонів ожини сизої та визначити його ефективну дозу.
2. Вивчити механізми гемостатичної дії сухого екстракту з пагонів ожини сизої: впливу на судинно-тромбоцитарний та коагуляційний гемостаз.
3. Дослідити вплив сухого екстракту з пагонів ожини сизої на зовнішній та внутрішній механізми активації згортання крові та протизгортаючі механізми.
4. Встановити антифібринолітичну активність сухого екстракту з пагонів ожини сизої.
5. Вивчити гемостатичну дію сухого екстракту з пагонів ожини сизої на експериментальних моделях паренхіматозної кровотечі з різаної рани печінки та капілярних кровотеч з різаних ран нирок і матки у щурів.
6. Дослідити гостру токсичність та можливу токсичну дію сухого екстракту з пагонів ожини сизої на органи та системи тварин при тривалому застосуванні. 
Об’єкт дослідження – гемостатична активність сухого екстракту з пагонів ожини сизої та механізми її розвитку.
Предмет дослідження – сухий екстракт з пагонів ожини сизої. 
Методи дослідження. В роботі використовували комплексний методичний підхід із залученням фармакологічних, токсикологічних, біохімічних, морфологічних, гематологічних, статистичних методів дослідження.
Під час роботи з лабораторними тваринами керувалися документами «Европейская конвенция защиты позвоночных животных, которые используются  с экспериментальными и другими целями» (Страсбург,     18.03.86 р.).
Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше  експериментально доведена наявність гемостатичної активності у сухого екстракту з пагонів ожини сизої з використанням методології експериментальної фармакології. Встановлено ефективну дозу сухого екстракту з пагонів ожини сизої за гемостатичною активністю. Досліджено, що за специфічною гемостатичною та антифібринолітичною дією сухий екстракт з пагонів ожини сизої перевершує препарати порівняння: рідкий екстракт грициків звичайних і ε-амінокапронову кислоту. Встановлено механізм гемостатичної дії сухого екстракту з пагонів ожини сизої, який обумовлений наявністю в хімічному складі пагонів ожини сизої дубильних речовин, флавоноїдів (рутину, кверцитину, кемпферолу, аскорбінової кислоти). Відомо, що аскорбінова кислота підтримує колоїдний стан міжклітинної рідини і нормальну проникність капілярів (пригнічує гіалуронідазу), має антиагрегантні властивості. За рахунок активації ферментів дихання в печінці аскорбінова кислота підсилює її дезінтоксикаційну і білокутворюючу функції, підвищує синтез протромбіну. Рутин підвищує концентрацію іонів кальцію в крові, що приймають участь у процесах згортання крові, і таким чином зменшує тривалість кровотеч, зміцнює стінки капілярів, регулюючи їх проникність, та підсилює дію аскорбінової кислоти. Хлорофіли стимулюють кровотворення. Прискорення згортання  на тлі введення рослинних засобів може досягатись опосередковано: фенольні рослинні сполуки захищають від інактивації адреналін, який викликає спазм судинної стінки та сприяє утворенню кров’яних згустків. 
 Наукова новизна дисертаційної роботи підтверджена деклараційним патентом на винахід 83527С2, Україна МПК (2006) А61К36/73, заявл. 13.07.06, опубл. 25.07.08, Бюл. №14).
Практичне значення одержаних результатів. У дисертаційній роботі наведені результати теоретичних та експериментальних досліджень, що виступають вагомим обґрунтуванням створення нового гемостатичного засобу рослинного походження з пагонів ожини сизої, який може бути рекомендований для розробки лікарського препарату у формі таблеток з метою його впровадження у медичну практику. За результатами проведених досліджень оформлений інформаційний лист про нововведення № 80-2007 «Методика визначення тривалості кровотечі в експериментальних умовах» (Київ, 2007). Матеріали дисертаційної роботи впроваджено в навчальний процес на кафедрі фармакології Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова в лекційному курсі та при проведенні практичних занять за темою «Засоби, що впливають на згортання крові» (акт впровадження № 7 від 28 березня 2008 р.); на кафедрі фармакології, клінічної фармакології та фармакоекономіки Дніпропетровської державної медичної академії в лекційному курсі при проведенні практичних занять за темою «Фармакологія системи крові»  (акт впровадження № 2 від 17 вересня 2008 р.) та   на   кафедрі   фармакології   Національного   медичного   університету       ім. О.О. Богомольця м. Києва (акт впровадження № 38 від 19 вересня 2008 р.). 
Особистий внесок аспіранта. Автором самостійно здійснено патентно-інформаційний пошук, у тому числі з використанням пошукових серверів Yandex, Rambler, Alta Vista, а також медичної бази даних Medline мережі Інтернет, проведено аналіз даних літератури за темою дисертації. Сумісно з керівником визначена мета та поставлені завдання дослідження. Особисто обрані методичні підходи досліджень, розроблені основні положення, відпрацьовані дослідні моделі, виконано всі експериментальні дослідження; також проведено аналіз, систематизацію та статистичну обробку експериментальних результатів, оформлення їх у вигляді  таблиць, діаграм, рисунків, сформульовані основні положення і висновки роботи.
Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи доповідались на ІІІ Міжнародній науково-практичній конференції “Наука і соціальні проблеми суспільства: медицина, фармація, біотехнологія” (Харків, 2003),  Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Лекарства – человеку» (Харків, 2004), на міжвузівській студентській науковій конференції (Харків, 2004), VІ національному з’їзді фармацевтів України (Харків, 2005), студентській науковій конференції (Харків, 2007).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 11 наукових робіт, з них – 6 статей (5 у наукових фахових виданнях, рекомендованих ВАК України), 3 тез, 1 патент України на винахід, 1 інформаційний лист. Основні результати дисертації викладені в опублікованих роботах.
Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 160 сторінках комп’ютерного набору та складається зі вступу, огляду літератури, розділу “Матеріали та методи дослідження ”, 3-х розділів експериментальних досліджень, аналізу результатів досліджень та їх обговорення, висновків, списку використаних джерел, який включає 232 посилань, з них 38 українських, 117 російських і 77 іноземних авторів. Робота ілюстрована 8 рисунками, 1 діаграмою, 2 схемами та 41 таблицею.



ВИСНОВКИ
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]
В дисертації проведено теоретичне узагальнення і нове вирішення наукової задачі, яка визначається експериментальним обґрунтуванням доцільності застосування сухого екстракту з пагонів ожини сизої  як кровоспинного засобу при  паренхіматозних і капілярних кровотечах.
1. Сухий екстракт з пагонів ожини сизої викликає активацію процесу згортання крові мурчаків, скорочує час згортання крові. Встановлено ефективну дозу сухого екстракту з пагонів ожини сизої за гемостатичною активністю на моделі паренхіматозної кровотечі з різаної рани печінки у щурів 7 мг/кг.
2. З’ясовано активуючий вплив сухого екстракту з пагонів ожини сизої в дозі 7 мг/кг на судинно-тромбоцитарний та коагуляційний механізми гемостазу, що підтверджено скороченням тромбінового часу, підвищенням процесу ретракції кров’яного згустка та обумовлено підвищенням на тлі засобу кількістю тромбоцитів та їх агрегаційної здатності, зменшенням тривалості капілярної кровотечі, а також підвищенням активності  фактору ХІІІ в плазмі. За ефективністю впливу на вищезазначені механізми згортання крові сухий екстракт з пагонів ожини сизої перевершує препарат порівняння екстракт грициків.
3. Доведено вплив сухого екстракту з пагонів ожини сизої на внутрішній механізм активації згортання крові: засіб прискорює процес згортання крові і перевищує ефект препарату порівняння рідкого екстракту грициків. Під впливом сухого екстракту з пагонів ожини сизої скорочується час активації протромбіну і переходу його в тромбін, що підтверджується прискоренням згортання нормальної плазми тварин при інкубації з гемолізат-кальцієвою сумішшю на 5-тій та 10-тій хвилині інкубації, та подовженням часу інактивації тромбіну на 30-тій хв. та 50-тій хв. інкубації. Сухий екстракт з пагонів ожини сизої виявляє стимулюючий вплив на зовнішній механізм згортання крові, що виражається підвищенням протромбінового індексу. Це свідчить про прискорення конверсії протромбіна в тромбін. При дослідженні впливу сухого екстракту з пагонів ожини сизої на протизгортаючі механізми встановлено, що толерантність плазми до гепарину експериментальних тварин вірогідно не відрізнялась від контрольних тварин.
4. Сухий екстракт з пагонів ожини сизої виявляє виражений гальмівний вплив на фібринолітичну активність крові у щурів, ефективніше пригнічуючи фібриноліз у 1,96 разу щодо контролю і в 1,3 разу – щодо ε-амінокапронової кислоти, та сповільнює лізис еуглобулінового згустку в 2,6 разу порівняно з контролем, що відповідало дії ε-амінокапронової кислоти. 
5. В умовах модельної патології кровотеч з різаних ран печінки, нирок та матки сухий екстракт з пагонів ожини сизої  виявляє виражену гемостатичну активність, яка виражається у зменшенні тривалості кровотеч з внутрішніх органів щурів. 
6. Сухий екстракт з пагонів ожини сизої за класифікацією                  К.К. Сидорова належить до практично нетоксичних речовин (VІ клас токсичності). При внутрішньошлунковому введенні мишам ЛД50 > 6000 мг/кг і щурам – LD50 > 11000 мг/кг, при  внутрішньоочеревинному введенні мишам ЛД50 = 2500 мг/кг, щурам ЛД50 = 4000 мг/кг. Сухий екстракт з пагонів ожини сизої при тривалому введенні в дозах ЕД50 (7 мг/кг), 2,5 ЕД50 (17,5 мг/кг) і   10 ЕД50 (70 мг/кг) не виявляє токсичного впливу на функціональний стан життєво важливих органів та систем. 
Наші дослідження експериментально підтверджують доцільність використання сухого екстракту з пагонів ожини сизої при паренхіматозних і капілярних кровотечах.
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