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ВСТУП

Актуальність теми.  Актуальним напрямом сучасної медицини є вивчення негативних наслідків впливу різного роду ксенобіотиків (КБ) на стан здоров’я людини [73, 115, 156, 181, 314, 337, 403]. У цьому напрямі все більшої поширеності набуває  принцип системності реагування організму, що ґрунтується на встановленні переважаючої дії КБ на ту чи іншу систему забезпечення гомеостазу, з'ясуванні загальних і специфічних закономірностей найбільш ранніх механізмів пошкоджуючої дії КБ, виявленні порушень захисно-пристосувальних реакцій організму, що призводять до розвитку різних патологічних процесів [122, 124, 177, 222, 265, 288]. При цьому існуючий на теперішній час підхід до оцінки хімічних впливів за наявності вже виразної форми патології стає недостатнім для збереження здоров'я та попередження несприятливих впливів довкілля [8, 13, 22].  Тому виникає необхідність розробки заходів, спрямованих на попередження розвитку початкових проявів патології та віддалених наслідків впливу КБ на організм.  

До числа найбільш поширених та перспективних у народногосподарському відношенні хімічних речовин відносяться оксиетильовані нонілфеноли (ОЕНФ) та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів (КМ-ОЕНФ), які за фізико-хімічними властивостями та особливостями будови молекул належать до неіоногенних та аніонактивних синтетичних поверхнево-активних речовин. Ці сполуки характеризуються досить значними об’ємами синтезу, широким використанням у різних галузях народного господарства (як основи промислового випуску пластмас, пінопластів, поліуретанів, миючих засобів, емульгаторів, антикорозійних препаратів, гідравлічних та охолоджуючих речовин тощо), надходженням до джерел питного водопостачання населення та завдяки цьому можливим впливом на організм людини [88,  226]. Необхідність вивчення впливу ОЕНФ та їх похідних обумовлена, перш за все, недостатньо вивченою їх біологічною активністю. Зокрема наукові праці в основному присвячені дослідженню параметрів гострої токсичності, кумулятивності, місцево-подразнювальної, шкірно-резорбтивної, сенсибілізуючої та алергізуючої дії, а також стану окремих органів і систем організму [26, 63, 131, 239, 255]. Ці результати покладено в обґрунтування тимчасових гігієнічних нормативів допустимого вмісту ОЕНФ та їх похідних у воді водних об’єктів. Для більш глибокого розуміння патогенетичних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних вважали доцільним проведення комплексного підходу щодо обґрунтування функціонального стану організму як єдиної саморегулюючої системи.  

Існуючі наукові факти дозволяють виявити наявність біологічної та функціональної спільності нервової, імунної систем, нейроендокринної регуляції, діяльність яких координується за допомогою біологічно активних речовин [72, 99, 134, 198, 227]. Тісні взаємодії даних систем найбільш яскраво проявляються в реакціях адаптації, що розвиваються у відповідь на будь-які порушення гомеостазу [4, 175, 180]. Їх провідним нейроендокринним компонентом є гіпоталамо-гіпофізарно-адренокортикальна система, а імунним - патерн цитокінів - сигнальних молекул, що продукуються переважно клітинами лімфоцитарного та макрофагально-мононуклеарного ряду [143]. У поодиноких наукових джерелах доводиться той факт, що єдність регуляторних систем може виявлятися й при інтоксикації організму деякими чужорідними хімічними речовинами [22, 112]. З іншого боку, згідно сучасних уявлень, в адаптаційній перебудові організму під час багатьох впливів довкілля швидкодіючою ланкою є посилення окислювальних процесів [78, 270, 423]. Останнє, як правило, сприяє зміні енергетичного обміну, запускає реакції перекисного окислення ліпідів (ПОЛ), стимулює компенсаторну активність антиоксидантної системи, тобто виконує важливу регуляторну функцію і при адекватній стимуляції призводить до підвищення резистентності організму [201]. У той же час, неконтрольована активація вільнорадикальних процесів розцінюється як основний патогенетичний фактор багатьох захворювань і патологічних станів, що призводить до структурно-функціональних порушень клітинних мембран, а також до напруження та можливого зриву регуляторних систем [236]. Процеси ПОЛ і стан антиоксидантної системи мають особливе значення в патології гострих хімічних отруєнь [428]. Мембрани ендоплазматичного ретикулума (де відбуваються процеси детоксикації, інактивації, а іноді й метаболічної активації КБ) і мембрани мітохондрій (відбувається синтез АТФ) функціонують в умовах, що сприяють окислювальній деструкції мембранних ліпідів за рахунок високого рівня споживання кисню, перебігу процесів, які супроводжуються генерацією його активних форм [356]. Активацію вільнорадикальних реакцій  прийнято вважати одним з провідних загальних механізмів токсичності [414]. У зв'язку з цим важливим є визначення допустимого рівня дисбалансу між про- і антиоксидантними процесами, необхідного обсягу лікувальних заходів з його корекції. Як правило, дослідження порушень оксидантно-антиоксидантної рівноваги при хімічних отруєннях у більшості випадків не мають системного підходу в оцінці оксидативного стресу.  

Згідно з вищенаведеним, дослідження стану імунної системи, процесів нейрогуморальної регуляції, окиснювального гомеостазу, біоенергетичних процесів, стану неспецифічних адаптаційних реакцій організму за умов впливу ОЕНФ та їх похідних, дозволять обґрунтувати загальну концепцію розвитку патофізіологічних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних на організм.

Окремо слід зазначити, що останнім часом у науковій літературі простежується виникнення суперечності між відсутністю єдиного методичного підходу до дослідження негативної дії хімічних речовин та необхідністю прогностичної оцінки біологічної активності, розробкою оздоровчо-профілактичних заходів для робітників хімічних підприємств і населення в цілому [53]. Тому детальне вивчення патофізіологічних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних з урахуванням динаміки показників захисно-компенсаторних зсувів в організмі є актуальною проблемою патофізіології та має важливе значення для розробки ефективних засобів патогенетичної корекції виявлених структурно-метаболічних і функціональних порушень.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно з планом наукових досліджень Харківського національного медичного університету МОЗ України (ХНМУ) і є фрагментами науково-дослідних робіт кафедри біологічної хімії «Вивчення механізмів біологічної дії простих поліефірів у зв’язку з проблемою охорони навколишнього середовища» (номер держреєстрації 0110U001812, 2010–2014 рр.) та «Біохімічні механізми розвитку дисметаболічних процесів за умов впливу хімічних чинників навколишнього середовища» (номер держреєстрації 0115U000240, 2015–2019 рр.). Автор є співвиконавцем тем. Тема дисертації затверджена рішенням Проблемної комісії МОЗ і НАМН України «Нормальна та патологічна фізіологія» (протокол № 3 від 25 квітня 2013 р.) та на засіданні вченої ради ХНМУ (протокол № 8 від 19 вересня 2013 р.).

Мета і задачі дослідження. Мета дослідження - встановити патофізіологічні механізми дії оксиетильованих нонілфенолів, натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на підставі вивчення структурно-метаболічних і функціональних змін в організмі щурів та обґрунтувати засоби їх патогенетичної корекції.

Для досягнення поставленої мети були вирішені такі задачі. 

1. Оцінити динаміку змін основних показників стану специфічної  та  неспецифічної імунної  резистентності організму експериментальних тварин за умов дії хімічних речовин у субтоксичних дозах у підгострому експерименті. 
2. Виявити наслідки тривалого впливу досліджуваних речовин на процеси нейрогуморальної регуляції за гормональним профілем сироватки крові, вмістом біогенних моноамінів і  нейромедіаторних амінокислот у головному мозку щурів, динамікою змін показників білкового та мінерального обмінів. 

3. Дослідити у тварин, токсифікованих оксиетильованими нонілфенолами та їх похідними, стан окислювального гомеостазу та його наслідків за активністю оксидантно-антиоксидантної системи крові, тіолдисульфідної системи мембран еритроцитів, мікросомального окислення у печінці,  фосфоліпідним складом, плинністю та проникністю мембран клітин крові.

4. Встановити динаміку змін енергетичних процесів за вмістом у печінці щурів аденілових нуклеотидів та активністю дихального ланцюга у мітохондріальній фракції гепатоцитів.

          5. Виявити «сигнальні» показники структурно-метаболічних і функціональних порушень за умов тривалої дії на організм піддослідних тварин  оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних.
6. Оцінити стан неспецифічних адаптивних реакцій організму експериментальних тварин на введення хімічних речовин за змінами «сигнальних» показників у динаміці спостереження.  
 7.  Розробити та апробувати програму корекції структурно-метаболічних і функціональних порушень в організмі щурів, викликаних тривалим надходженням оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних.

 Об'єкт дослідження – патофізіологічні механізми дії оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних.
Предмет дослідження – показники стану імунної системи, процесів нейрогуморальної регуляції, білкового та мінерального обмінів, клітинних мембран, окислювального гомеостазу, біоенергетичних процесів, адаптаційних реакцій у щурів, токсифікованих оксиетильованими нонілфенолами та натрієвими солями карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів, їх критеріальна значущість.

Методи дослідження – токсикологічні (визначення середньолетальних доз), біохімічні (визначення концентрацій сполук та активності ферментів), імунологічні (визначення показників клітинного та гуморального імунітету), біофізичні (визначення інтенсивності біохемілюмінесценції та фосфоресценції сироватки крові), метод флюоресцентних зондів (визначення плинності клітинних мембран), статистичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Результати проведених досліджень дозволили підійти до нового вирішення актуальної наукової проблеми патофізіології – вивчення механізмів дії ксенобіотиків на організм з позицій виявлення гомеостатичних порушень, обґрунтування засобів їх корекції. На основі експериментальних досліджень одержано нові дані щодо патофізіологічних механізмів порушень стану імунної системи, процесів нейрогуморальної регуляції, біоенергетики, окислювального гомеостазу, метаболічних процесів, фізико-хімічних властивостей та фосфоліпідного складу клітинних мембран, адаптивних реакцій за умов тривалої дії ОЕНФ та  натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у субтоксичних дозах.

Доведено, що  ОЕНФ та їх похідні на 45-ту добу введення щурам у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 справляють імунотоксичний ефект, призводячи до порушення захисної функції імунної системи (формуючи імунологічну недостатність).  
Встановлено, що у механізмі тривалої дії ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 на організм щурів суттєвою ланкою є негативний вплив на процеси нейрогуморальної регуляції, що підтверджується розбалансуванням моноамінергічних та аміноацидергічних нейромедіаторних систем головного мозку,  гормонального профілю сироватки крові, білкового та мінерального обмінів.

 Доповнено наукові дані щодо порушень окислювального гомеостазу при тривалій дії на організм теплокровних тварин ОЕНФ та їх похідних: виснаження антиоксидантних ресурсів на тлі суттєвої ініціації та інтенсифікації процесів ліпопероксидації, окислювальної модифікації білків, метаболізму оксиду азоту, мікросомального окислення. Доведено, що висока реактогенна здатність та вибірковість  біологічної дії продуктів цих процесів виступає в якості основного ланцюга, що лімітує стан стійкості організму до тривалого впливу досліджуваних хімічних речовин через зміну фізико-хімічних характеристик клітинних мембран, реактивності нейроендокринної, імунної та інших систем організму.

Виявлено виражене порушення стану аденілнуклеотидної системи (переважання процесів витрачання АТФ над його синтезом), розбалансування активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів при тривалій токсифікації ОЕНФ та їх похідними у субтоксичних дозах, що потребує своєчасної та адекватної корекції з метою попередження незворотних змін у печінці.
Уперше обґрунтовано «сигнальні» показники структурно-метаболічних і функціональних порушень при дії на організм ОЕНФ та їх похідних, узагальнення яких дозволило  виділити провідну ланку – неконтрольовану активацію вільнорадикальних окислювальних процесів з наступним запуском внутрішньоклітинних і мембранних механізмів стресу – енергетичного дисбалансу, порушення структурно-функціонального стану мембран, редокс-гомеостазу з відміною запуску редокс-чутливих сигнальних систем та нівелюванням месенджерної функції активних форм кисню, зсуву внутрішньоклітинного метаболізму у бік переважання катаболічних процесів над анаболічними, а також суттєвим напруженням регуляторних систем. 

Доведено, що адаптивний процес у щурів у відповідь на тривалу токсифікацію досліджуваними речовинами у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  виникає на тлі розвитку оксидативного стресу, що характеризується утворенням активних форм кисню, посиленням реакцій вільнорадикального окислення біосубстратів при виснаженні антиоксидантних ресурсів, порушенні редокс-сигналізації та пошкодженні макромолекул. Вперше у результаті комплексного дослідження змін «сигнальних» показників у динаміці спостереження встановлено характерні закономірності у стані окислювального гомеостазу та резервних можливостей організму щурів у відповідь на тривалу дію хімічних речовин залежно від дози: тривала дія 1/10 ДЛ50 супроводжується виникненням стану активації адаптаційних реакцій у перші 10 діб, їх напруженням до 40-ї доби та зривом після 40-ї доби токсифікації; тривала дія 1/100 ДЛ50 супроводжується виникненням стану активації адаптаційних реакцій у перші 20 діб, їх напруженням до 50-ї доби та зривом після 50-ї доби токсифікації.
Встановлено, що додавання до стандартного харчового раціону експериментальних тварин, токсифікованих ОЕНФ та їх похідними дозі 1/100 ДЛ50, аскорбінової кислоти, α-токоферолу, β-каротину та полімікроелементного препарату, створеного на основі композиції ессенціальних мікроелементів (цинку, заліза, марганцю, міді, хрому, кобальту) з N-2,3-диметилфенілантраніловою кислотою та кисеньвмісних солей ультрамікроелементів - селену, ванадію, молібдену, призводить до суттєвого покращення динаміки змін «сигнальних» показників порушень окислювального гомеостазу, менш виразного розвитку оксидативного стресу, більш тривалого підвищення адаптаційних реакцій, відстрочки зсуву оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів.
 Практичне значення одержаних результатів. 
Нові дані, отримані у дослідженні, доповнюють сучасні уявлення щодо загальних механізмів дії ксенобіотиків на організм, окреслюють нові підходи до корекції структурно-метаболічних та функціональних порушень, що підтверджується трьома Патентами України на корисні моделі: «Спосіб діагностики вторинної імунної недостатності у працівників виробництва простих поліефірів» (№ 62151), «Спосіб профілактики й корекції імунологічної недостатності в робітників виробництва простих поліефірів» (№ 104453), «Спосіб профілактики й корекції печінково-клітинної недостатності в робітників виробництва простих поліефірів» (№ 106388) (додаток А), та відповідними актами впровадження.

Доведена перспективність використання аскорбінової кислоти, α-токоферолу, β-каротину та полімікроелементного препарату для корекції порушень окиснювального гомеостазу та підвищення адаптаційних реакцій в організмі при дії хімічних факторів довкілля. 

Експериментально визначені «сигнальні» показники можуть бути використані у лабораторній практиці як ранні діагностичні критерії виникнення порушень окиснювального гомеостазу в організмі за умов впливу ОЕНФ та їх похідних.

Результати дисертаційної роботи можуть бути використані при обґрунтуванні державних стандартів вмісту ОЕНФ та їх похідних у воді водних об’єктів довкілля.

Результати дослідження впроваджено в науково-педагогічну роботу на кафедрі патологічної фізіології ХНМУ, кафедрі загальної та клінічної патологічної фізіології Одеського національного медичного університету, кафедрі патофізіології ВДНЗУ «Українська медична стоматологічна академія» (м. Полтава), кафедрі патологічної фізіології Національного фармацевтичного університету (м. Харків), кафедрі фізіології і патофізіології медичного інституту Сумського державного університету МОН України, кафедрі патологічної фізіології ДВНЗ «Тернопільський державний медичний університет імені І.Я. Горбачевського МОЗ України», кафедрі патологічної фізіології ДВНЗ «Івано-Франківський національний медичний університет» МОЗ України, кафедрі патофізіології Вінницького національного медичного університету імені М.І. Пирогова МОЗ України, у науково-дослідну роботу Центральної науково-дослідної лабораторії ХНМУ. 

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійною працею автора. Дисертантом особисто обрано тему, визначено мету, задачі та програму досліджень, сформовано групи лабораторних тварин, виконано експерименти, проведено статистичне опрацювання, аналіз та узагальнення отриманих результатів, сформульовано висновки та практичні рекомендації. У дисертації використано власні наукові публікації, у тому числі написані у співавторстві. У дисертаційній роботі не використовувалися ідеї або розробки, які належать співавторам публікацій. Експериментальні дослідження виконані на базі Центральної науково-дослідної лабораторії ХНМУ. Імунологічні дослідження проведені при консультативній допомозі завідуючого кафедрою біологічної хімії, д.мед.н., професора О.А. Наконечної, к.мед.н., доцента кафедри біологічної хімії С.О. Стеценко. Автор висловлює вдячність і повагу науковому консультанту, д.мед.н., професору В.І. Жукову за консультативну та технічну допомогу при виконанні фрагментів дисертаційної роботи.
  Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації було оприлюднено на науково-практичній конференції «Актуальні питання гігієни та екологічної безпеки України» (Київ, 2011); IX міжнародній науково-практичній конференції «Naukova przestrzen Europy – 2013» (Пшемишль, Польща,  2013); IX міжнародній науково-практичній конференції «Zpravy vedecke ideje» (Прага, Чехія, 2013); IX міжнародній науково-практичній конференції «Achievement of high sсhool» (Софія, Болгарія, 2013); II Всеукраїнській науково-практичній конференції «Морфологія людини та тварин» (Миколаїв, 2014); X міжнародній науково-практичній конференції «Kluczowe aspekty naukowej dzialalnosci» (Пшемишль, Чехія, 2014); II международной научно-практической конференции «Наука в современном мире» (Киев, 2015); науково-практичній конференції «Довкілля та здоров’я» (Тернопіль, 2013, 2015); науково-практичній конференції «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (Харків, 2015), науково-практичній конференції за участі міжнародних спеціалістів «Індивідуальна анатомічна мінливість органів, систем, тканин людини та її значення для практичної медицини і стоматології» (Полтава, 2016); науково-практичній конференції «Актуальні питання соціальної медицини, організації та економіки охорони здоров’я України» (Харків, 2016).
Публікації. За темою дисертаційної роботи опубліковано 33 наукові праці, зокрема 21 стаття (у тому числі – 12 одноосібних), з яких 18 представлені у наукових фахових виданнях України (з них 7 – у журналах, включених до міжнародних наукометричних баз РІНЦ, Google Shcolar, Index Copernicus), 3 статті – у закордонних наукових періодичних виданнях (Росія, Польща, Казахстан), 8 тез – у матеріалах Всеукраїнських та міжнародних науково-практичних конференцій, отримані 3 декларативні патенти України на корисну модель.

Структура й обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів досліджень, шести розділів результатів досліджень та їх обговорення, наукового аналізу та узагальнення результатів досліджень, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, додатків. Матеріали дисертації викладено українською мовою на 328 сторінках комп’ютерного тексту, ілюстровано 63 таблицями і 47 рисунками, розміщеними по тексту. Список використаних літературних джерел містить 443 найменування (обсягом 47 сторінок), з яких 352 – кирилицею, 91 – латиницею.

РОЗДІЛ 1

ЗАГАЛЬНІ УЯВЛЕННЯ ПРО МЕХАНІЗМИ БІОЛОГІЧНОЇ ДІЇ 
                    КСЕНОБІОТИКІВ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
1.1. Патофізіологічні аспекти впливу ксенобіотиків на організм 

Останнім часом зросла роль патологічної фізіології у вивченні причин виникнення, механізмів розвитку та наслідків патологічних процесів, викликаних порушенням природних зв'язків людини з навколишнім середовищем. Це, як правило, лежить в основі розвитку багатьох екологічно залежних захворювань, які стосуються самих різних аспектів функціонування організму людини [1, 116, 123, 138, 147, 186, 211, 244, 248, 340].  
Всезростаюче забруднення довкілля ксенобіотиками також є вагомим фактором негативного впливу на здоров’я людини [16, 25]. Ксенобіотики (КБ), потрапляючи до організму, включаються в ланцюг фізіологічних процесів, викликаючи відповідні їх зміни. Під терміном «ксенобіотики» звичайно розглядають речовини, які є чужорідними для організму. У загальному плані серед них виділяють продукти господарчої діяльності людини, речовини побутової хімії та більшість лікарських засобів. Різні автори, використовуючи термін «ксенобіотики», вкладають у нього двоякий характер трактування, а саме по відношенню до чого речовина є чужорідною: до конкретного виду організмів (широке трактування терміна) або до всієї біосфери (вузьке трактування терміна). Слід зазначити, що сам термін «ксенобіотики» є досить умовним, оскільки для одних організмів та чи інша речовина може бути природною (наприклад, алкалоїди для рослин), а для інших – чужорідною (ті ж алкалоїди для тварин). Крім того, деякі сполуки, наприклад етанол, можуть бути одночасно чужорідними та природними для одного й того ж організму [167, 168, 203, 275, 344].

Необхідність всебічного вивчення впливу КБ на організм людини можна підтвердити наступними тезами [166, 260, 325]: 

- глобальний характер хімічного забруднення довкілля та порушення рівноваги у біосфері; 

- лавиноподібне зростання числа КБ, що призводить у багатьох випадках до перевищення адаптаційних можливостей організму та зниження імунологічного захисту; 

- висока реакційна здатність багатьох КБ, що призводить до фізико-хімічних та структурно-функціональних порушень клітинних мембран; 

- можливість КБ виступати як антиметаболіти, конкуруючи з природними рецепторами, та утворювати міцні зв'язки з макромолекулами клітин, порушуючи при цьому ключові метаболічні реакції.
Основними шляхами надходження чужорідних хімічних речовин до організму людини є органи дихання, шкіра, травний тракт. Різні етапи перетворення КБ в організмі об'єднані в єдиний процес ксенобіокінетики, до якого відноситься абсорбція та надходження до біофази; розподіл у біологічних рідинах, органах і тканинах; біотрансформація за участю ферментних систем; екскреція КБ і (або) їх метаболітів [167]. Печінка, кишечник, нирки, шкіра, легені є основними органами, в яких відбувається концентрація й елімінація чужорідних молекул. Ці органи, як й підшлункова залоза, найбільш чутливі до клітинного пошкодження КБ. Дуже часто таке пошкодження відбувається за рахунок хімічно реактивних продуктів, що утворюються в результаті перетворення первинних молекул [65, 67].  
Однією з центральних проблем патофізіології є вивчення закономірностей процесів адаптації та гомеостазу при впливі на організм різних  факторів довкілля, у тому числі й хімічного походження [71, 252, 341, 343]. Ці процеси досить тісно пов'язані між собою, оскільки в основі адаптації лежить постійна взаємодія адаптивних і гомеостатичних механізмів регуляції. Причому. якщо перші з них переводять життєдіяльність організму на новий рівень функціонування, то другі стабілізують досягнутий стан. При цьому різні гомеостатичні механізми перебувають між собою в дуже складних взаємовідносинах, у результаті яких взаємна обумовленість і залежність забезпечують системний інтегральний характер будь-якого пристосувального акту [60, 62].

Хімічний вплив може виступити серйозною причиною виходу організму зі стану динамічної рівноваги з наступним ініціюванням складного комплексу реакцій, основна задача яких - пристосувати організм до нових умов, запобігти або згладити можливий зсув у складі та властивостях внутрішнього середовища. У процесі пристосування організм може перебудовуватися, переходити на новий гомеостатичний рівень, активувати одні фізіологічні системи, гальмувати інші. Гомеостаз відображує лише кінцевий стаціонарно-рівноважний стан системи та є результуючою сумою значного числа складних взаємодіючих і взаємозалежних процесів, що протікають як у цілісному організмі, так й на органному, клітинному, молекулярному рівнях. Гомеостатичні механізми включають процеси компенсації порушених функцій регулювання і саморегулювання фізіологічних функцій, адекватність відповіді на подразнення, координацію або кореляцію фізіологічних процесів [252].

Розрізняють первинні та вторинні порушення  гомеостазу, або специфічні та неспецифічні патологічні механізми дії КБ. До первинних порушень належать молекулярні взаємодії чужорідної речовини з рецепторами, гомеостатичні порушення на клітинному рівні, початкові порушення функціональних систем; їх тлумачать як пусковий патогенетичний механізм. Вторинні порушення гомеостазу охоплюють компенсаторні механізми, що характеризують картину токсичної дії того чи іншого фактора [44, 57, 58, 175, 344]. Ці загальні уявлення конкретизовані [344] на прикладі фосфорорганічних сполук та представлені послідовністю подій: пусковий механізм - гальмування активності антихолінестераз → вибірковий фізіологічний ефект – гіперхолінергічне зрушення → неспецифічний захисний механізм – токсичний стрес → лідируючий патогенетичний механізм – гіпоксія → дистрофічні зміни – порушення клітинного метаболізму. Таким чином, у взаємодії КБ з організмом розрізняють молекулярні та надмолекулярні механізми токсичності. Первинна дія найчастіше визначається вибірковістю його впливу на біологічну мішень, всі інші реакції похідні [344].
 У структурі гомеостазу виокремлюють три складові: діючий чинник, механізми регулювання і параметр, що регулюється [204]. Вважається доцільним розрізняти фізіологічні та нефізіологічні діючі чинники довкілля [344]. Наприклад, стосовно хімічних речовин – це біотики та ксенобіотики. До біотиків звичайно належать макро- та мікронутрієнти як носії енергії та пластичний матеріал, регулярне надходження яких є необхідним для розвитку та підтримання існування організму. Слід відзначити, що втручання досить високих доз КБ може призводити до розвитку токсичного дисгомеостазу. У цьому аспекті важливим є відокремлення специфічних й неспецифічних  властивостей їх дії. 

Специфічна сукупність неспецифічних реакцій на дію факторів зовнішнього середовища розглядається як стрес або загальний адаптаційний синдром [167]. У процесі адаптації перебудова систем гомеостазу може здійснюватися двома шляхами: 1) зміною структури включених механізмів систем регулювання; 2) зміною допустимого діапазону регульованих констант. Невипадково фізіологічну адаптацію розглядають як процес або  результат процесу структурно-метаболічної організації функцій, що забезпечує відновлення гомеостазу на колишньому рівні або його підтримку на новому рівні [40, 163, 192, 194].  
 Розрізняють гострий та хронічний стрес - як реакції на однократне або повторне порушення гомеостазу КБ. При їх потужній та тривалій дії у розвитку адаптаційного синдрому виділяють три стадії: тривоги (з підфазами катаболізму та анаболізму), резистентності, виснаження. Фізіологічні механізми адаптації до стресових ситуацій звичайно представляються у вигляді комплексу нейрогормональних та клітинних змін [52]. За дії КБ вони досить складно взаємопов’язані між собою, мають здатність переходити із захисних у пошкоджуючі та становитися основою або складовою частиною розвитку патологічного процесу [28]. 

За останні десятиріччя розкрито механізми, шляхом яких стрес реалізується на молекулярно-клітинному рівні. Стрес-реалізуюча система складається з центрального ланцюга та двох периферійних, які здійснюють взаємозв’язок з організмом. Центральний ланцюг знаходиться у гіпоталамусі та трьох ядрах стовбура головного мозку. Нейрони паравентрикулярного гіпоталамуса продукують кортиколіберин, в ядрах стовбура мозку синтезуються вазопресин, окситоцин, а також норадреналін. До стрес-систем відносяться гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникова, симпатоадреналова та парасимпатична. У відповідь на дію стресора першою активується симпатоадреналова система. Остання, як швидкореагуюча, забезпечує короткотривалі ефекти, потім по мірі своєї активації підключає гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникову систему, що потенціює та доповнює її ефекти. У забезпеченні та підтримці ефектів симпатоадреналової та гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової  систем  також приймають участь інші гормони (соматотропін, тироксин, паратирин, вазопресин), а також ренін-ангіотензинова система. Отже, стрес-реалізуюча система – це складний регуляторний комплекс, який бере участь у координації гомеостазу в звичайних умовах та відіграє ключову роль  у формуванні адаптивної реакції на дію стресорів, у тому числі й хімічного походження [30, 164, 303, 320]. 
Активність стрес-реалізуючої системи та надмірну стрес-реакцію на центральному та периферійному рівнях регуляції обмежують стрес-лімітуючі системи. До основних стрес-лімітуючих систем відносять ГАМКергічну, яка виявляє гальмівну дію на нейрони головного та спинного мозку, та опіоїдергічну, яка об’єднує нейрони гіпоталамуса та секреторні клітини гіпофіза, що продукують опіоїдні пептиди гальмівної дії. На рівні органів та тканин дію стресу обмежують локальні або периферійні стрес-лімітуючі системи: простагландинів, аденозину, антиоксидантів. Ці системи гальмують вивільнення катехоламінів із нервових закінчень та наднирників, їх дію на постсинаптичному рівні, зменшують активацію вільнорадикальних процесів, обмежують стрес-реакцію та її пошкоджуючу дію на органи й тканини [85, 207]. 

Останнім часом до стрес-лімітуючих систем відносять також й нітрооксидергічну [298]. Оксид азоту є одним з найсильніших вазодилятаторів, відіграє ключову роль у багатьох фізіологічних процесах - регуляції судинного тонусу, тиску, агрегації тромбоцитів, дихання мітохондрій, нервової регуляції та ряду інших [286, 361, 391]. Ця  молекула широко представлена в центральній та  периферичній нервовій системі, виділяється у постсинаптичних нейронах під впливом нейротрансмітерів, з яких найбільш вивчений глутамат. Оксид азоту специфічно не зв’язується з рецепторами постсинаптичної мембрани, як у випадку з класичними нейротрансмітерами, але він дифундує в інші ділянки, включаючи пресинаптичні нейрони (тобто діє як ретроградний месенджер), інші суміжні нейрони та гліальні клітини. Вважають, що оксид азоту діє, ймовірно, як нейромодулятор, опосереднює динамічну активність нейронів, а не чинить прямий вплив на активність їх потенціалів. Разом з тим встановлено, що оксид азоту може виступати в ролі нейротрансмітера, опосереднюючи ефекти неадренергічних-нехолінергічних нейронів (NANC-нейрони), наприклад, в серці, травній та дихальній системах, де вони іннервують як судинну, так й позасудинну гладку мускулатуру. Стимуляція NANC-нейронів призводить до біосинтезу і виділенню ними оксиду азоту, який за допомогою цГМФ викликає ряд фізіологічних реакцій: бронходилятацію, глибоку релаксацію артеріальних судин, адаптивну релаксацію шлунка та інше [290, 365, 405].

У підтримці гомеостазу за умов дії КБ беруть участь, перш за все, три регуляторні системи: нервова, ендокринна та імунна. Саме тісний і безперервний функціональний взаємозв’язок цих систем, що ґрунтується на існуванні загальних і однотипних рецепторних структур, зумовлює високу адаптаційну здатність організму [6].  

Найважливішою умовою прямої дії КБ на ЦНС є здатність проникати через гематоенцефалічний бар'єр. КБ, які не проникають через нього можуть викликати токсичні ефекти на периферії, головним чином в області синаптичних контактів нервових волокон з клітинами органів, вегетативних і чутливих гангліїв. Нейротоксичні процеси, перш за все, обумовлені порушенням фізіологічних або біохімічних механізмів у нервовій системі й не пов'язані з дегенеративними змінами нейроцеллюлярних елементів. Подібні ефекти звичайно формуються після одноразової дії токсиканта у відносно високій дозі і носять оборотний характер. Внаслідок цього розвивається інтоксикація речовинами, що порушують передачу нервового імпульсу в синапсах (наприклад, численні синаптичні отрути), проведення збудження по збудливим мембранам (етанол, хлороформ),  енергетичний обмін в мозку (синильна кислота, динітрофенол). Прояви нейротоксичної дії КБ на периферії - це, як правило, наслідок порушень проведення нервових імпульсів по руховим, вегетативним волокнам і блокади сенсорної інформації. Хронічні нейротоксичні процеси обумовлені тривалою або, рідше, одноразовою дією токсикантів, що переважно порушують пластичний (тетраетилсвинець, триметилолово) або енергетичний (оксид вуглецю) обміни. Їх розвиток найчастіше пов'язаний з альтерацією структурних елементів нервової системи: нейронів, їх дендритів і аксонів, мієліну, ендотеліальних клітин. Центральні хронічні нейротоксичні процеси, як правило, мало специфічні. Однак при інтоксикаціях деякими КБ (тетраетилсвинець) періоду розвитку хронічних ефектів передує досить специфічна клініка гострого порушення функцій мозку [176, 233, 319].

 Адаптація до дії КБ немислима без відповідних змін метаболізму, ланцюги якого регулюються гормонами [269]. Адаптаційні реакції, в яких бере участь ендокринна система, можуть бути специфічними у відповідь на якісно визначені стимули та неспецифічними, виникаючими у відповідь на любий вплив, незалежно від його природи. Гормональні захисні реакції синдрому адаптації уявляють собою необхідні стандартні фізіологічні реакції на пошкодження, що виробилися у процесі еволюції й спрямовані на підтримку гомеостазу, підвищення резистентності організму. Більшість змін, що спостерігаються при стресі, обумовлені головним чином ефектами глюкокортикоїдів, які є основними адаптивними гормонами. Однак вплив глюкокортикоїдів на тканини при стресі неможливо розглядати ізольовано від ефектів інших гормонів та нервових механізмів, що беруть участь в регуляції неспецифічних адаптаційних реакцій організму. Своєрідним «буфером», що забезпечує адекватність глюкокортикоїдної дії у механізмі  загальної  адаптації, є  інсулін: зниження його продукції посилює адаптаційний вплив глюкокортикоїдів, а збільшення, навпаки, зменшує їх адаптаційні ефекти. Характер гормональної регуляції обміну речовин залежить не тільки від абсолютного вмісту  глюкокортикоїдів та інсуліну, але й від зміни їх співвідношення. До адаптивних гормонів, крім глюкокортикоїдів, відносяться також соматотропін та функціонально пов’язані з ним гормони. Важлива роль в регуляції адаптаційних реакцій належить симпатоадреналовій системі, яка тісно взаємопов’язана з системою гіпоталамус-гіпофіз-кора наднирників. У адаптаційні реакції при стресі включаються й інші ендокринні залози та їх гормони (тироксин, глюкагон, пролактин). Так, тиреоїдні гормони, приймаючи активну участь у процесах окисного фосфорилування, є необхідним ланцюгом у системі забезпечення механізмів адаптації. Гормональна недостатність при стресі (стадія виснаження) супроводжується зниженням резистентності організ-му до несприятливого впливу КБ, що може зумовлювати розвиток патологічних змін [5, 12].
Окремо слід зазначити, що деякі антропогенні КБ можуть виступати як ефектори  ендокринної системи (ЕЕС): хлорорганічні пестициди, гербіциди, фунгіциди, поліхлоровані біфеноли, діоксани, фурани, продукти розпаду алкілфенолів. Більшість ЕЕС мають виразну здатність до акумуляції у внутрішніх органах та жировій тканині. До механізмів дії ЕЕС, наприклад, відносяться: зв’язування з рецепторами естрадіолу, запуск ланцюга реакцій, властивого нормальному гормону з імітацією його дії; зміна структури ферментів, які метаболізують гормони, що запобігає руйнуванню естрогенів та сприяє накопиченню їх в організмі; адитивна дія, що призводить до стимуляції більш виразної гормональної відповіді. КБ групи ЕЕС мають меншу специфічну активність, ніж природні гормони. Однак останні характеризуються визначеними ритмами надходження до кровотоку, де вони циркулюють нетривалий час, виконанням специфічної задачі й руйнуванням природними механізмами [312].
Однією з найчутливіших фізіологічних систем організму до дії КБ на ранніх етапах є імунна система [97, 105, 149, 151, 189, 299, 360]. Слід відзначити, що швидке реагування імунної системи на екзогенні подразники обумовлено, у першу чергу, особливістю її будови, тісним взаємозв'язком з нервовою та ендокринною системами. Вважають, що практично будь-яка інтоксикація в тій чи іншій мірі може стати причиною порушення імунного статусу організму.  Імунотоксичність КБ звичайно визначають як їх властивість викликати порушення функцій організму, які проявляються неадекватними імунними реакціями. Неадекватними можуть бути реакції на антигени, на сам токсикант та його метаболіти, на комплексні антигени, які утворюються в організмі при інтоксикаціях. У основі порушень можуть лежати різноманітні ефекти: від грубого пошкодження стовбурових клітин кісткового мозку до зміни продукції цитокінів і модуляції щільності рецепторів для молекул-регуляторів на мембранах імунокомпетентних клітин. Порушення можуть бути кількісними (зменшення числа клітин внаслідок селективної цитотоксичності КБ) та якісними (функціональні трансформації клітин  або клітинних рецепторів). Оскільки неадекватні імунні реакції нерідко формуються при токсичних пошкодженнях органів, що не відносяться до імунної системи, імунотоксичність не можна ототожнювати зі здатністю речовин діяти виключно на лімфоїдну тканину. Нормальною вважається збалансована імунна реакція організму на антигени [114, 199, 233]. 
Імунна система не лише розпізнає чужі для організму молекули, але й передає цю інформацію нервовій та ендокринній системам. При цьому посередниками у взаємодії нейроендокринної та імунної систем виступають макрофаги, які здатні після відповідної стимуляції секретувати різноманітні ключові імунорегулятори, у тому числі й фактор некрозу пухлини альфа (ФНП-α). ФНП-α розглядається як первинний аферентний імпульс, що генерується організмом у відповідь на численні пошкоджувальні фактори, зокрема КБ [114]. Імунна система, як система «швидкого реагування» на КБ, тісно пов’язана зі стрес-реагуючою та стрес-лімітуючою системами. Структури, що входять до складу центрального апарату регуляції імунної системи, топічно співпадають з центральними структурами обох систем: гіпоталамус, гіпофіз, амігдала. Вони зв’язані з холінергічними нейронами базального ядра Мейнерта і перегородки, з норадреналінергічними нейронами голубої плями, дофамінергічними нейронами мезолімбічної та нігростріатної систем, ГАМК-нейронами хвостатого ядра, серотонінергічними нейронами ядер шва [3].
Наслідками імунотоксичної дії КБ є, як правило, пригнічення імунної відповіді (імуносупресія), формування гіперчутливості до антигенів (алергізація), ініціація аутоімунних процесів [134]. Імуносупресивний ефект характеризується зниженням показників неспецифічної резистентності та імунологічної реактивності, внаслідок чого підвищується чутливість організму до інфекційних агентів та розвиваються неопластичні процеси. Імуносупресорні властивості виявляються у КБ, здатних порушувати процеси клітинного ділення, розподілу, диференціювання та синтезу білка. Імуностимуляція характеризується підсиленням імунної відповіді організму з формуванням алергічних реакцій. Алергенні властивості КБ виявляються в концентраціях на декілька порядків нижче за ті, що спричиняють токсичну дію. Хімічні алергени, як відомо, уявляють собою гаптени, які набувають властивості антигенів після їх кон'югації з тканинними або сироватковими білками, носіями атигенного комплексу. Особливу реакційну активність при утворенні зв'язків з носієм мають КБ, у структурі яких присутні аміно-, нітро-, азо-, карбамінові групи. У взаємодію з носієм може вступати як сам КБ, так й продукти його метаболізму [176]. 

Питання сталості внутрішнього середовища організму набувають значущості, оскільки під впливом факторів зовнішнього середовища, зокрема КБ, організм здатний переходити на новий рівень гомеостазу при можливій зміні області допустимих коливань системоутворюючого фактора. Разом з тим, незважаючи на те, що, з одного боку, в механізмах фізіологічної адаптації встановлені принципово загальні ланки, а здатність реагувати на різні фактори довкілля й підтримувати при цьому оптимальну сталість внутрішнього середовища є філогенетично виробленою властивістю організму; а з іншого боку - в результаті значних досягнень в області нейрофізіології, біохімії, молекулярної біології та інших фундаментальних наук уявлення й знання про гомеостаз постійно доповнюються й уточнюються, на даний час вони не можуть вважатися остаточно сформованими [252, 277, 327].

Для вивчення механізмів адаптації до дії КБ необхідним є знання процесу інтоксикації. Останній умовно поділяють на декілька етапів [277]: 
- розвиток комплексу первинних реакцій організму на втручання КБ та транспортування його до мішеней взаємодії; 
- розвиток реакцій організму, обумовлених специфічною та побічною взаємодією КБ з біологічними субстратами організму (ферментами, медіаторами, мембранними комплексами тощо); 
- формування структурно-функціональних  патологічних змін тканин у результаті недостатності первинних адаптаційних реакцій; 
- відновлення або розвиток пошкоджень структури та функцій тканин, органів і фізіологічних систем організму. 
Важливим механізмом адаптації, що відповідає за детоксикацію та виведення КБ, є процес біотрансформації, який умовно поділяється на два типи. Перший пов'язаний з функціонуванням монооксигеназних систем гладкого ендоплазматичного ретикулума та спряжених з ним реакцій кон’югації. Другий тип об’єднує молекулярні механізми, локалізовані в цитоплазмі, мітохондріях, лізосомах, пероксисомах. Активність мікросомальних монооксигеназ, що каталізують біотрансформацію КБ у першій фазі детоксикації, а також активність ферментів, що беруть участь в реакціях кон’югації у другій фазі детоксикації, залежить від багатьох факторів: функціонального стану організму, статі, віку, режиму харчування  [81, 140, 172,  191, 353, 363, 387]. Однак найбільш виразний вплив на функціонування систем, що відповідають за процеси детоксикації, чинять КБ, які відносяться до індукторів або інгібіторів мікросомальних монооксигеназ. Комбінована дія КБ, наприклад, найчастіше визначається індукторними або інгібіторними властивостями окремих сполук [65]. Доведено, що цілий ряд КБ при надходженні до організму метаболізується з утворенням проміжних продуктів, які можуть існувати у формі вільних радикалів. Останні мають високу реакційну здатність, зокрема зв’язуватися з білками та нуклеїновими кислотами, окиснювати сульфгідрильні групи, активувати пероксидацію ліпідів тощо. Здатність речовин метаболізуватися з утворенням вільних радикалів пов’язують з величиною їх одноелектронного відновлювального потенціалу. У присутності кисню відновлені радикали спонтанно окиснюються до вихідної форми, а потім знов можуть піддаватися відновленню. Такий процес звичайно розглядають як окислювально-відновлювальний цикл перетворення КБ [176]. У випадку тривалого функціонування такого циклу (наприклад, за рахунок великих доз КБ) може відбуватися виснаження механізмів клітинного захисту та пошкодження клітин. Підсумком такої дії є зміна функціонального стану та загибель клітин, мутація їх генетичного коду, що на рівні макроорганізму призводить до масивної клітинної загибелі (некрозу), розростання сполучної тканини (фіброзу), розвитку новоутворень у віддалені періоди після дії КБ, тератогенезу [306].

Окремо слід зупинитися на тому, що промислові КБ у першу чергу викликають різноманітні за клінічними проявами і механізмами розвитку патологічні зміни у печінці. Пошкодження печінки мають певні топографічні особливості. У першій зоні ацинуса гепатоцити прилягають до портальних трактів і отримують більше кисню та поживних речовин порівняно з гепатоцитами другої й третьої зон [412]. Перипортальні гепатоцити першої зони містять більше мітохондрій, тому в них інтенсивно протікають енергетичні процеси, бета-окислення жирних кислот, обмін амінокислот, синтез сечовини, глюконеогенез. У перивенозних гепатоцитах третьої зони в основному локалізовані процеси окислювального метаболізму КБ при відносному дефіциті ферментів антиоксидантного захисту та кон’югації. Внаслідок цього у гепатоцитах третьої зони утворюється більша кількість реакційноздатних метаболітів, які менш знешкоджуються. Тому пошкодження печінки КБ частіше має центролобулярну локалізацію, зачіпаючи гепатоцити перивенозної зони [409].
До основних механізмів гепатотоксичності КБ відносяться: пошкодження плазматичної мембрани та порушення цитоскелету, дисфункція мітохондрій, активація ферментів деградації речовин, втрата внутрішньоклітинного іонного гомеостазу, оксидативний стрес [136, 380, 382].  КБ можуть чинити пряму або опосередковану дію на цитоскелет гепатоцитів, що супроводжується порушеннями структури з утворенням розривів мембран, що може безпосередньо призвести до загибелі клітин. Пошкодження плазматичної мембрани розглядають як етап некротичного механізму загибелі клітин [377]. Пошкодження механізмів окисного фосфорилування в мітохондріальній мембрані призводить до зменшення АТФ, а падіння його резервів також є вагомою причиною клітинної загибелі за дії токсичних КБ [425]. Неспецифічне пошкодження внутрішньої мітохондріальної мембрани найчастіше відбувається внаслідок активації ПОЛ або дії фосфоліпаз [399]. 
Найбільш ранньою ознакою цитотоксичності КБ є втрата внутрішньоклітинного іонного гомеостазу. Пошкодження клітин при цьому пов'язують з підвищенням концентрації іонів натрію та кальцію, зменшенням іонів калію в цитозолі. Підвищення кальцію сприяє активації кальцій-залежної протеїнази, фосфоліпази, ендонуклеази. Втрата калію розглядається як рання ознака пошкодження клітин. Високо реактивні метаболіти КБ можуть, наприклад, пошкоджувати кальцій-залежну АТФазу шляхом ковалентного зв'язування або окислення  сульфгідрильних груп білків, а також за рахунок ПОЛ [427]. Активація ферментів деградації речовин, а саме протеїназ, нуклеаз і фосфоліпаз, призводить  до пошкодження мембран, звільнення арахідонової кислоти або фрагментації ДНК. Доведено кореляційну залежність між клітинною загибеллю та інтенсивністю нелізосомального протеолізу як функції рН [367]. Слід зазначити, що у розвитку некротичного пошкодження гепатоцитів значну роль відіграють супероксидний аніон-радикал, перекис водню, гідроксильний радикал, гіпохлорит, синглетний кисень, пероксирадикали. Так, гідроксильний радикал здатний пошкоджувати ультраструктуру ДНК, що при хронічному запаленні може призвести до гепатоканцерогенезу [435]. У реакціях оксидативного стресу бере участь й оксид азоту. Останній діє як скавенджер кисневих радикалів, але може посилювати ефекти супероксидного радикала внаслідок утворення цитотоксичного пероксинітриту  [375, 436].
Деякі КБ беруть участь у механізмах загибелі клітин – некрозу та апоптозу. Наприклад, парацетамол і тетрахлоретан здатні викликати загибель клітин за цими механізмами, але співвідношення між ними визначаються дозою, використанням протекторів та іншими факторами [23, 74, 333, 389, 422]. Основними етапами некрозу є пошкодження плазматичної мембрани, набухання мітохондрій та всієї клітини, втрата внутрішньоклітинних компонентів, дезінтеграція ядра з наступним фагоцитозом загиблих гепатоцитів.  Апоптоз запускається через спеціальні «рецептори загибелі» на поверхні клітини або нерецепторним шляхом, що призводить до активації регуляторних білків, які зупиняють мітотичну активність клітини, викликають фрагментацію ДНК, деградацію життєво важливих білків, порушують зв'язок  клітини із зовнішньоклітинним матриксом та інше. Раннім проявом апоптозу вважається падіння електрохімічного потенціалу мітохондріальної мембрани та підвищення продукції активних форм кисню [397, 411]. Передбачається, що КБ запускають механізм апоптозу через рецептор-незалежний механізм, який ініціюється оксидом азоту, активними формами кисню [397]. Важлива роль оксиду азоту в загибелі клітин підтверджується не тільки підвищенням його синтезу після введення токсинів, а й протекторною активністю інгібітору синтази оксиду азоту аміногуанідину при пошкодженні печінки тетрахлорметаном й парацетамолом [355, 383]. Оксид азоту після перетворення під впливом супероксидного радикала на пероксинітрит викликає нітрозилування білків та ініціює апоптоз [376]. 

Дія КБ на організм не обмежується лише впливом на центральні фізіологічні системи організму (нервову, ендокринну, імунну). Так, виявлено, що деякі КБ можуть порушувати, наприклад, стан кровоносної й дихальної систем, виявляючи при цьому гематотоксичність та пульмонотоксичність. Найбільш частими проявами гематотоксичності КБ є порушення властивостей гемоглобіну,  анемії, тромбоцитопенії, лейкопенії, лейкемії. Порушення числа форменних елементів крові може бути наслідком прямого порушення клітин у кров’яному руслі, пошкодження процесів клітинного ділення та дозрівання у кровотворних органах, надходження зрілих елементів у кров. Пульмонотоксичність може проявлятися як при місцевій, так й при резорбтивній дії КБ. Слід зазначити, що не всі КБ, що діють інгаляційно, є пульмонотоксичними. Для багатьох КБ легені є лише вхідними воротами, які вони проходять, не викликаючи пошкоджень (наприклад, монооксид вуглецю). Разом з тим, до деяких КБ, що проникають в організм іншими шляхами, тканина легень є надзвичайно чутливою. Яким би чином не формувався токсичний процес, клінічні ефекти групуються навколо досить обмеженого числа типових патологічних станів. До останніх належать: явища оборотного роздратування верхнього та нижнього відділів дихальних шляхів; стійке ураження дихальних шляхів; пошкодження термінальних респіраторних одиниць легень (ацинусів) у формі запальних, проліферативних процесів; порушення проникності альвеолярно-капілярного бар'єру; новоутворення [32, 233, 291].

Негативна дія КБ на організм у багатьох випадках пов’язана з їх здатністю втручатися у перебіг таких фундаментальних процесів життєдіяльності, як біосинтез білка, енергетичний обмін, метаболізм, дихання та інші. Так, порушення процесів тканинного дихання та окисного фосфорилування за умов впливу КБ призводить до розвитку енергетичного дефіциту тканин. Тому зумовлена його глибиною та ступенем виразності клінічна картина інтоксикації пов’язана з вибірковістю ураження тієї чи іншої фізіологічної системи організму, в основі діяльності якої лежить її особлива чутливість до дефіциту енергії. Багато КБ чинять опосереднений вплив на біоенергетику клітин, що пов’язано, перш за все, з механізмами їх мембранотоксичної дії [94, 167]. 

Слід зазначити, що у більшості випадків на організм впливає цілий ряд КБ різної природи. При надходженні одночасно або послідовно декількох чужорідних речовин характер впливу одного з них виявляється опосередковано взаємопов’язаним із впливом інших. Поряд із комбінованою дією можливим є комплексний вплив, коли речовини надходять до організму одночасно, але по-різному: через дихальні шляхи, шлунок, шкірні покриви. У зв'язку зі зростаючим забрудненням повітря, води, їжі значення такого комплексного впливу зростає [79, 371]. 

Стосовно до токсичної дії КБ виокремлюють чотири структурно-метаболічних комплекси. До них належать: 
- комплекс ендоплазматичного ретикулума, який пов'язаний з  метаболізмом чужорідних хімічних речовин; 
- комплекс ядерного апарату: цитозоль-рибосоми -  із синтезом білка; 
- мітохондріальний комплекс - із процесами біоенергетики; 
- лізосомальний комплекс - із процесами катаболізму.  
Але ця класифікація є умовною, оскільки багато КБ можуть чинити пошкоджуючу дію на різні структурно-метаболічні комплекси [59].  

 За первинними молекулярними механізмами дії виділяють [78]: 
- КБ рецепторної дії, яка пов'язана з безпосередньою взаємодією молекул КБ чи його активних метаболітів із рецепторами, локалізованими у клітинах органа-мішені; 
- КБ антиметаболітної дії, яка пов'язана з порушенням функцій регуляторних систем клітини внаслідок, наприклад, блокування активності певних ферментів, порушення транспорту електронів на окремих ділянках дихального ланцюга мітохондрій тощо; 
- КБ мембранотропної дії, яка базується на первинних змінах фізико-хімічних властивостей ліпідного бішару біологічних мембран; 
- КБ генотоксичної дії, яка пов'язана з ушкодженням генетичного апарату та системи протеосинтезу. 

У загальному випадку розрізняють дію КБ на організм: токсичну (у тому числі й імунотоксичну), канцерогенну, алергенну, мутагенну, а також дію,     пов’язану  з порушенням процесів регуляції (ефектори нейроендокринної системи) [312].

 Одним з пріоритетних напрямків патофізіології є дослідження механізмів міжклітинних взаємодій за умов токсичної дії КБ, здатних індукувати оксидативний стрес, порушувати клітинні кооперації та регуляторний вплив природних метаболітів на клітинні функції, необхідні для нормального функціонування органів і тканин. Розуміння особливостей сигнальної трансдукції в клітинах, що знаходяться в стані оксидативного стресу, може стати основою для розроблення принципово нових методів корекції патологічних процесів, асоційованих із збільшенням прооксидантної активності [423]. Відомо, що одним з базових механізмів цитотоксичності ряду КБ є індукція ними оксидативного стресу [439]. Генерація вільних радикалів, зокрема кисню та азоту, що супроводжує фізіологічні та патологічні процеси, стає причиною альтерації біомакромолекул клітин - ПОЛ, вільнорадикального пошкодження нуклеїнових кислот, окислення білкових молекул і полісахаридів, а також зміни інтегративних міжклітинних і внутрішньоклітинних сигнальних процесів [426]. 
Причиною розвитку оксидативного стресу в організмі, як правило, є таке порушення балансу між процесами генерації активних форм кисню та антиоксидантною системою, що індукує перекисне окислення у мембранах, окислювальну модифікацію білків, нуклеїнових кислот, вуглеводів і призводить до глибоких порушень окислювально-відновлювальних процесів, метаболізму основних енергетичних і пластичних хімічних сполук (білків, вуглеводів, жирів), біоенергетичних процесів [121, 273, 372]. Динамічна рівновага між ПОЛ та активністю антиоксидантних механізмів зміщується у бік переваження антиокислювачів у стані фізіологічного спокою та звичайної життєдіяльності організму. Під впливом певних подразників, у тому числі й КБ, процеси біологічного окислення закономірно підсилюються, створюючи передумови для зсуву рівноваги в напрямку активації ПОЛ. Буферна ємність антиоксидантних систем є досить великою, тому зсув рівноваги у такому випадку виявляється не відразу, а лише по мірі виснаження антиоксидантних резервів [21]. Результати оцінки стану ПОЛ та антиоксидантної системи у біологічних субстратах вважають останнім часом об'єктивними показниками загального стану організму та його фізіологічних систем. 
Активні форми кисню та радикали жирних кислот, що утворюються  як побічні продукти у стані фізіологічного спокою та звичайної життєдіяльності організму, інактивуються багатоланцюговою антиоксидантною системою. Дія антиоксидантів визначається здатністю руйнувати перекисні сполуки або блокувати активні радикали. У результаті цього утворюються радикали-антиоксиданти, які нездатні до продовження вільнорадикальних реакцій. Антиоксидантна система включає до себе антиоксиданти, локалізовані як у гідрофобному мембранному, так й у гідрофільному внутрішньоклітинному та позаклітинному середовищі (токоферол, тіолові сполуки, система глутатіону тощо), а також групи ферментів – супероксиддисмутазу, каталазу, пероксидазу, головний сироватковий антиоксидант – церулоплазмін тощо [21]. 

У негативній дії КБ при активації вільнорадикальних реакцій звичайно виділяють декілька ключових моментів [14]: утворений радикал-проміжний продукт має подальше перетворення за різними шляхами, співвідношення між якими залежить від ступеня оксигенації клітин або тканин; утворення вільних радикалів може розпочатися у декількох незалежних локусах клітини (ендоплазматичному ретикулумі, мітохондріях, ядрі, цитоплазмі); активація КБ до вільних радикалів може бути наслідком послідовної дії декількох ферментів; можливим є шлях неензиматичного утворення вільних радикалів.  
Найбільш частим проявом екологічно залежних порушень здоров’я людини, у тому числі й за рахунок дії КБ, є синдром дезадаптації, патогенез якого пов'язаний з порушенням регуляторних функцій організму, особливо міжклітинної взаємодії. Одним з факторів розвитку синдрому екологічної дезадаптації є блокування медіаторних і рецепторних систем. Реакція організму у вигляді перенапруження та зриву адаптаційних процесів (дезадаптація) є однотипною за дії різноманітних екологічних факторів (хімічних, біологічних, фізичних). Порушення регуляторних процесів нервової, ендокринної та імунної систем супроводжується широким спектром функціональних розладів: нейроендокринних, нейровегетативних, імунних. Хронічна інтоксикація КБ, на відміну від гострої, розвивається поступово й дуже повільно. Цей синдром спостерігається при дії токсичних КБ, які повільно виводяться з організму, накопичуються у тканинах. При хронічній ксеногенній інтоксикації спостерігається блокада ферментних систем, апоптоз, мембраноліз. У результаті токсичної дії КБ на клітини в організмі порушується гомеостаз і перебіг анаболічних процесів. За умов тривалої дії КБ у незначних концентраціях спочатку виявляються неспецифічні реакції, переважно з боку нервової та ендокринної систем [312].
Усі первинні впливи ксенобіотиків, як правило, поділяються на біохімічно зворотні (відносно короткочасні) та практично незворотні (тривалі). Сам первинний вплив реалізується у вигляді інактивації або активації рецепторів. Сила цього впливу залежить від кількості одночасно блокованих чи активованих рецепторів або від концентрації КБ на рецепторному полі; часу відволікання рецепторів від їхньої фізіологічної функції. Чим триваліший цей час, тим більше підсилюється дія даної дози, тобто тим очевиднішим стає первинний кумулятивний ефект. Найменш кумулятивні КБ вступають у зворотні миттєві реакції. Найбільш кумулятивні КБ незворотно інактивують свої рецептори внаслідок утворення ковалентних зв'язків, наприклад, деякі важкі метали або органічні фосфати [344]. 

Рецептори – це генетично детерміновані макромолекули, що опосеред-нюють дію на організм багатьох екзогенних й ендогенних сполук, передаючи позаклітинні сигнали у клітину. За хімічною структурою більшість рецепторів є білками або глікопротеїнами, локалізованими у ліпідному бішарі мембран або інтегрованими в хроматиновий апарат ядра – рецептори для стероїдних і ти-реоїдних гормонів [155]. Взаємодіючи з тими самими рецепторними молекулами, що й фізіологічні ефектори (гормони, медіатори), КБ, які мають властивості фізіологічно активних речовин, здатні модулювати фізіологічні ефекти природних регуляторів метаболізму та функцій [165]. Серед КБ є такі, що мають властивості конкурентного зв'язування з фізіологічними ефекторами, порушуючи тим самим функції рецепторного апарату [344]. Вивчення рецепторного апарату клітинних структур має надзвичайно важливу роль у розумінні механізмів гомеостазу й патогенезу різних захворювань та інтоксикацій, оцінки гормональної, медіаторної  регуляції функцій організму.
У цілому характер впливу КБ на організм залежить від багатьох факторів, які відносяться як до самої речовини у конкретній «токсичній ситуації» (фізико-хімічних властивостей, дози, особливостей розподілу у біологічних середовищах, характеру зв’язку з рецепторами, ступеня хімічної чистоти та наявності домішок, можливості кумуляції, сумісної дії з іншими токсичними речовинами тощо), так й до організму (видової чутливості організму, маси тіла, характеру харчування та фізичної активності, статі, вікових особливостей, індивідуальної варіабельності, спадковості тощо) [167, 168, 344].
Аналіз джерел літератури щодо патофізіологічних аспектів впливу КБ на організм дозволяє узагальнити наступне. Рання реакція організму на надходження КБ виявляється у вигляді адаптації. При достатньому рівні адаптаційних механізмів патологічні процеси, як правило, не розвиваються, а іноді  у зв'язку з мобілізацією захисних сил підвищується неспецифічна опірність, що може супроводжуватися зменшенням відносного ризику захворюваності. За умов хронічного надходження КБ організм змушений постійно мобілізовувати свої компенсаторно-пристосувальні механізми, резерви яких з часом можуть виснажуватися. Тоді відбувається перенапруження і порушення адаптаційних можливостей організму: зростає напруження регуляторних систем і дисбаланс енергетичного гомеостазу, порушується збалансованість функціонального стану механізмів регуляції, виснажуються функціональні резерви. Це призводить до дезадаптації, коли підвищується ризик захворюваності, розвиток передхворобливих станів, хронізації основних патологічних процесів, зниження адаптаційних можливостей організму. У цілому, виходячи з огляду сучасних досліджень, можна зробити висновок, що питання про вплив КБ на здоров'я населення і механізми їх дії залишаються відкритими й потребують подальшого вивчення. 
Вплив КБ на головні фізіологічні системи підтримки гомеостазу узагальнено на рисунку 1.1.












Рис. 1.1. Вплив ксенобіотиків на фізіологічні системи підтримки гомеостазу організму

Зміни, що виникають за умов короткочасного й тривалого впливу КБ узагальнено на рисунку 1.2.







Рис. 1.2. Загальні зміни в організмі за умов короткочасної та тривалої дії ксенобіотиків
У цілому вищенаведені наукові факти є теоретичною базою для створення системи діагностики та моніторингу порушень гомеостазу, де інтегральним і достатньо адекватним показником для виявлення ступеня ризику виникнення захворювань, прямо або опосереднено пов’язаних з хімічними впливами, служить гомеостатична рівновага. 
Останнім часом висловлюється думка про те, що необхідною умовою правильної інтерпретації діагностичних даних є облік генетично зумовленої чутливості індивідуума до КБ [10, 114]. Технологічну основу динамічного тестування основних механізмів підтримки та регуляції гомеостатичної рівноваги організму повинні, перш за все, складати нові технології типу аналізу нуклеїнових кислот, поліморфізму ДНК та оцінки імунного, нервового й ендокринного статусу. 
Перспективними виявляються подальші динамічні комплексні медико-біологічні дослідження з використанням методів неінвазивної діагностики для оцінки стану здоров’я населення. Важливим доповненням є деякі традиційні клінічні методи обстеження, найбільш інформативні для вирішення поставлених задач та адаптовані до умов масових спостережень діагностичні методи, напрацьовані в експериментальних  дослідженнях. Так,  вивчення механізмів розвитку екологічно обумовлених хвороб від патологічної фізіології потрібні не тільки нові методичні, але й методологічні підходи. Серед останніх можна назвати наступні: моніторинг маркерів захворювань, пов'язаних з екологічними чинниками;  пошук первинних рецепторів, що сприймають екологічні впливи;  вивчення «пускових» механізмів захворювань хімічної етіології;  визначення інших «посередників» захворювань [19, 55, 132, 144, 147, 210, 281, 296, 302]. Такий підхід дозволить приступити до вирішення проблеми виявлення схильності організму до виникнення захворювань хімічної етіології. Але при цьому необхідно підкреслити, що ці підходи носять профілактичний характер, оскільки лікування «на вході», коли в організмі ще не виникли незворотні пошкодження є ефективнішим, ніж лікування на «виході», коли ці пошкодження вже сформувалися.

  Перспективною у профілактичній медицині залишається  оцінка небезпеки КБ за допомогою екологічних критеріїв і встановлення їх нешкідливих рівнів в об'єктах навколишнього середовища з використанням імунологічних показників як в експерименті, так і натурних дослідженнях на людях. Профілактична експериментальна медицина на тваринах досягла значного розвитку. Існує ряд методів екстраполяції даних, отриманих в дослідах на тваринах, на людину. При цьому вводяться додаткові коефіцієнти й використовуються інші прийоми підвищення надійності експериментально обґрунтованих величин [122, 237, 242, 349, 432]. Однак не викликає сумнівів особлива цінність спостережень, що стосується людини. Кінцевим критерієм дійсної безпеки хімічних сполук є дані, одержані при спостереженні над людьми, що входить до заключної стадії оцінювання нових хімічних речовин [69, 243, 415]. На даному етапі простежується тенденція до перегляду раніше встановлених регламентів хімічних речовин, й в цьому відношенні фізіологічні спостереження мають вагоме значення. У зв’язку із загостренням екологічної ситуації виникла об’єктивна потреба у відповідному нормативному захисті населення. Особливого значення набуває розроблення надійних експрес-методів обґрунтування аварійних нормативів речовин як для населення, так і для визначених категорій фахівців. Проблема нормативного захисту людини за умов хімічних аварій є водночас проблемою профілактики токсичного дисгомеостазу і потребує вирішення із загально фізіологічних позицій в комплексі з усіма іншими задачами нормування.

1.2. Загальна характеристика та особливості біологічної дії синтетичних поверхнево-активних речовин

Оксиетильовані нонілфеноли та натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів (технічна назва «Неоноли») за фізико-хімічними властивостями, особливостями будови молекул належать відповідно до неіоногенних та аніонактивних синтетичних поверхнево-активних речовин (СПАР).

СПАР – це хімічні сполуки, які, концентруючись на поверхні розділу фаз, викликають зниження поверхневого натягу. Завдяки емульгуючим, миючим, диспергуючим та іншим властивостям СПАР знаходять широке застосування у виробництві полімерів, миючих засобів, косметичних та фармацевтичних препаратів, будівельних матеріалів, інгібіторів корозії тощо [2, 247, 326].  

Сучасна класифікація СПАР базується на хімічній структурі та виокремлює чотири основні  класи: аніон- і катіонактивні, неіоногенні, амфотерні. Іноді виокремлюють також високомолекулярні, перфторировані, кремнійорганічні  тощо.  Однак, за хімічною природою молекул вони можуть бути зараховані до одного з названих вище класів. 
Аніон- та катіонактивні СПАР у водних розчинах дисоціюють з утворенням відповідно аніонів і катіонів, що визначають їх поверхневу активність. Неіоногенні СПАР розчинюються у воді без іонізації, що зумовлено наявністю визначених функціональних груп. Як правило, ці сполуки утворюють у водному розчині нітрати внаслідок виникнення водневих зв'язків між молекулами води та атомами кисню поліетиленгліколевої частини молекули СПАР. До амфотерних СПАР відносяться сполуки, які у водних розчинах іонізуються, їх властивості залежать головним чином від рН середовища: в кислому розчині проявляють властивості катіонактивних, а в лужному – аніонактивних СПАР. У народному господарстві широко використовуються неіоногенні речовини - продукти взаємодії алкілфенолів з окисом етилену. Менш широко застосовуються катіоноактивні СПАР, що є продуктами піридинових сполук або четвертинними амонієвими сполуками. Амфотерні СПАР синтезуються з високомолекулярних амінів шляхом конденсації з окисом етилену з наступним сульфатуванням, а також при взаємодії амінів із хлороцтовою кислотою. Виробництво цієї групи речовин ще не знайшло широкого застосування й тільки впроваджується промисловістю [247, 326].
З одного боку СПАР пройшли випробування на лабораторних тваринах. Вважається, що вони задовольняють вимогам, що пред'являються до тих речовин, з якими постійно контактує людина (відсутність виразної токсичності тощо). З іншого боку, є дані, які змушують звернути увагу на їх екологічне значення та потенційну небезпеку [241]. 
За темпами виробництва СПАР посідають провідне місце у світі серед інших класів КБ. Інтенсивний розвиток хімії промислового органічного синтезу спричинив виникнення в останні роки нових класів сполук за основними компонентами синтезу: фосфор-, фтор-, бор-, азотовмісних СПАР. У зв’язку з цим виникає питання щодо синтезу таких СПАР, які б не чинили негативного впливу на організм людини та стан навколишнього середовища при їх утилізації [179].

На даний час СПАР, у тому числі й ОЕНФ та натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів, є одними з найбільш розповсюджених хімічних забруднень водних екосистем. Неефективність очищення води від них на сучасних водопровідних спорудах є причиною появи у питній воді. У той же час СПАР можуть чинити негативний вплив на якість води, процеси самоочищення водойм, організм людини, а також посилювати несприятливу дію інших речовин на ці показники, що потребує обмеження їх вмісту у воді [18, 209]. Отже, екологічна небезпека даної групи речовин та механізми їх біологічної дії досліджено значно менше, ніж, наприклад, пестицидів або тяжких металів, антибіотиків тощо.

Промислові органічні речовини, що надходять у значних кількостях зі стічними водами хімічних підприємств до водних об’єктів довкілля, у більшості випадків призводять до якісних змін, які в основному виявляються порушенням фізичних властивостей води, зокрема, появою несприятливого запаху, присмаку, змінами її хімічного складу. Незначна кількість промислових хімічних речовин не завжди викликає погіршення стану водойм, так як останні мають властивість біологічного самоочищення [159]. За рахунок мінералізації органічних речовин, руйнування різних токсичних сполук та ряду інших процесів гідробіоценози  здатні кондиціювати  середовище, перешкоджаючи його відхиленню від норми. Однак, біологічне очищення стічних вод від органічних забруднень не завжди забезпечує необхідний ефект, внаслідок чого стоки потребують фізико-хімічного очищення, після якого вони частково можуть використовуватися на виробництві або направлятися на біологічне очищення сумісно з міськими стічними водами. Наприклад, стійкість СПАР до біохімічного окислення є причиною накопичення їх у водних об’єктах, особливо у  донних відкладеннях, що, у свою чергу, призводить до зниження здатності до самоочищення, створює небезпечність вторинного забруднення водойм. Саме з цієї причини СПАР належать до групи найбільш розповсюджених забруднювачів, а проблеми, пов’язані з охороною від них водних об’єктів та здоров’я населення, залишаються актуальними [35, 107, 215, 240, 347].
За літературними даними СПАР характеризуються відносно низькою токсичністю для організму теплокровних тварин і людини. За умов перорального надходження в організм білих щурів аніонактивних СПАР їх середньолетальні дози (ДЛ50) знаходяться у діапазоні 1400-4000 мг/кг, катіонактивних - 370-4500 мг/кг, неіоногенних - 2250-20000 мг/кг, амфотерних - 1100-3000 мг/кг маси тварини. За умов одноразового нанесення на непошкоджену шкіру тварин для аніонактивних, катіонактивних, неіоногенних й амфотерних СПАР середньолетальні дози становлять відповідно 2300-14000 мг/кг, 1300-3000 мг/кг, 7000-30000 мг/кг й 20000-30000 мг/кг маси тварини. Серед аніонактивних СПАР більш виразна токсичність спостерігається у сполук, що містять ароматичне кільце порівняно зі сполуками, в яких гідрофобна частина молекули представлена ​​жирними радикалами. Токсичність неіоногенних СПАР типу оксиетильованих октилфенолів залежить від числа оксиетильованих груп: збільшується при їх кількості від 1 до 10, зменшується при їх кількості з 10 до 20. Аніонактивні СПАР характеризуються виразною гемолітичною дією на рівні середньолетальних доз. За умов отруєння аніонактивними СПАР у теплокровних тварин визначається адинамія, відмова від їжі, часте дихання, короткочасне збудження, судоми; неіоногенними СПАР - тремор, порушення координації рухів, пригнічений стан, діарея, асцит, гострий гастроентерит, ураження шлунково-кишкового тракту [108, 125, 205, 256, 347].

Неіоногенні СПАР мало токсичні для тварин за умов гострого впливу. Так, при внутрішньошлунковому введенні білим щурам ДЛ50 коливаються у наступних діапазонах: для поліоксиетиленових алкілфенолів - 1,92-25,0 г/кг; оксиетильованих фенолів - 1,26-4,45 г/кг; поліоксиетильованих октилфенолів - 1,6-31,5 г/кг; суміші поліоксиетильованих і поліоксипропільованих ефірів – 5,0-37,0 г/кг; поліоксиетильованих жирних кислот – 20,0-70,0 г/кг; твінів - більше 10,0 г/кг маси тварини [348]. Вивчення біологічної активності блоксополімерів оксидів етилену та пропілену - поліоксиетиленоксипропіленполіолів виявило, що ці сполуки у випадку низької молекулярної маси мають більш високу токсичність, ніж у випадку великої молекулярної маси. При цьому ступінь токсичності зростає й зі збільшенням кількості оксиетильованих груп [307]. Оксиетильовані жирні кислоти є менш токсичними, ніж оксиетильовані жирні спирти [213]. Доведено, що поліоксиетилен, структурна формула якого однотипна з олігоефіром, при введенні у шлунок не викликає гострої інтоксикації, не чинить специфічної дії. У хронічному експерименті вплив дозою 100,0 мг/кг маси тварини викликає ураження паренхіми печінки та канальцієвої частини нефрону. Вплив 0,1% і 1,0% розчинів етиленоксиду (мономера поліоксиетилену) на функціональний стан нирок супроводжується зниженням фільтрації у нирковому клубочку на 29-33%. Уведення 10% розчину етиленоксиду призводить до загибелі експериментальних тварин [443].

 Для біологічної характеристики СПАР окреме значення має вивчення їх кумулятивних властивостей. Згідно з літературними даними більшість аніонактивних СПАР не мають здатності до кумуляції в організмі теплокровних тварин. У деяких неіоногенних СПАР кумулятивні властивості є більш виразними, ніж у аніонактивних, а деякі катіонактивні речовини виявляють суттєві кумулятивні властивості [41, 91].  

СПАР, незважаючи на невисоку токсичність, можуть чинити складний вплив на організм. Наприклад, неіоногенні СПАР групи простих поліефірів з молекулярною масою 294, 805, 3003, 5003 у дозі 1/10 ДЛ50 за умов підгострого експерименту викликають  у щурів зниження вмісту еритроцитів, лейкоцитів, гемоглобіну, сульфгідрильних груп, відновленого глутатіону, аскорбінової кислоти, а також активності ферментів сукцинатдегідрогенази, малатдегідрогенази, глюкозо-6-фосфатдегідрогенази, лактатдегідрогенази, лужної фосфатази. На початку підгострого експерименту визначається підвищення продукції діоксиду вуглецю експериментальними тваринами, а по закінченні – значне зниження. При цьому відмічається дозова залежність змін біохімічних показників. Порогова доза для цих СПАР встановлена на рівні 1/100 ДЛ50, максимально недіюча – 1/1000 ДЛ50 [267]. Фосфоровмісні СПАР технічних марок «Ефосол», «ТЕА Синтафоп-7», «Синтаф 10-18», «Поліфос-72», «Поліфос-124 ТМ», «Фосфоксити 7А  і 7Б» у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликають підвищення активності моноаміноксидази головного мозку, лактатдегідрогенази нирок, α-гліцерофосфатдегідрогенази селезінки, глюко-6-фосфатдегідрогенази наднирників, сукцинатдегідрогенази печінки щурів, що свідчить про порушення біоенергетичних та окислювально-відновлювальних процесів [90].  У деяких випадках вплив СПАР на організм може супроводжуватися виникненням гіперфосфоліпідемії, гіперхолестеринеміі та іншими порушеннями обмінних процесів в організмі тварин [212]. 

У багатьох джерелах висловлюється думка про те, що провідною ланкою біологічної дії СПАР є зміна ними фізико-хімічних та структурно-функціональних властивостей клітинних мембран [20, 36, 221, 251, 262, 293]. Іоногенні та неіоногенні СПАР приблизно в однаковій мірі здатні до розщеплення ліпопротеїнових комплексів мембран, головним агентом фрагментації при цьому виступає неполярна частина молекул. Передбачається, що така ділянка молекули речовин занурюється у гідрофобні ділянки мембрани, викликаючи порушення її проникності. Залучення речовин до мембран еритроцитів індукує появу сигналу ядерного магнітного резонансу, який іде від протонів вуглеводневих ланцюгів ліпідів. Це вказує на те, що СПАР спричиняють дезорганізацію ліпідів, додаючи залишкам жирних кислот значну рухомість [174].
За дії СПАР різних класів на організм експериментальних тварин найбільші ураження спостерігаються у печінці, головному мозку, нирках, наднирниках, селезінці, де виявляються дистрофічні й деструктивні зміни [108, 256, 309]. Наприклад, під впливом азотовмісних СПАР - нонілбензолів, особливо у дозі 1/10 ДЛ50, у печінці спостерігається лізис практично усіх структурних мембран та гіпертрофія ендоплазматичного ретикулума, комплексу Гольджі. Загальна морфологічна картина у головному мозку, селезінці, нирках, наднирниках теж свідчить про значно виражені деструктивні процеси, особливо у головному мозку. У основі деструктивних порушень, певно, є зміни структури, насамперед, мітохондрій, що супроводжується частковим лізисом крист і зовнішніх мембран. Гістохімічно відзначається також знижений вміст білка, РНК і відсутність глікогену у цитоплазмі. Інтенсивність дії нонілбензолів залежить від уведеної дози. За дії нонілбензолів у дозі 1/1000 ДЛ50 змін у структурі внутрішніх органів не спостерігається [24, 295]. Електронно-мікроскопічні дослідження ультраструктурної організації головного мозку щурів за умов тривалої дії поліоксипропілентриолу з молекулярною масою 1136 у дозі 1/100 ДЛ50 виявляють зміни архітектоніки нервової тканини, що є характерним для початку розвитку дистрофічних процесів. Так, наприклад, визначається набряк аксональної частини синапсів, зміни кількості, форми, розмірів і розташування везикул у ряді міжнейрональних контактів, зменшення пресинаптичного відділу за розміром та його переповнення везикулами, що свідчить про блокаду вивільнення медіатора. Досить специфічним для дії поліоксипропілентриолу-1136 є зниження інформативності міжнейрональних контактів, що морфологічно визначається зменшенням площі контактування активних зон синаптичних мембран і розширенням синаптичної щілини. Навколо змінених міжнейрональних контактів спостерігається набряк астроцитарної глії [222]. Такі СПАР, як прості поліефіри, впливають на нейрони супраоптичних ядер гіпоталамуса, де виявляється застій нейросекрету, збільшення кількості дегенеративних клітин з вакуолізацією, пікнозом й нерівністю ядерної мембрани. Це дозволяє зробити висновок щодо глибоких порушень та перебудови процесів нейрогуморальної регуляції в організмі білих щурів, які супроводжуються внутрішньоклітинними метаболічними змінами [110]. 

У експериментах на тваринах  встановлено, що СПАР суттєво змінюють інтенсивність окислювального гомеостазу, біоенергетичних процесів [223, 224, 232, 263, 265, 294]. Вплив СПАР у більшості випадків супроводжується активацією вільнорадикальних процесів, зміщенням оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів, збільшенням кількості активних продуктів перекисного окислення ліпідів і білків [218]. Останні виступають, з одного боку, в ролі сигналу неблагополуччя, а з іншого – запускають ланцюг реактивних змін в організмі, який формує загальну адаптаційну реакцію. Особливо агресивними у цьому плані є аніонактивні СПАР. Вони здатні викликати також грубі порушення імунітету, розвиток алергії, ураження мозку, печінки, нирок, легень. Це є однією з причин обмеження на використання аніонактивних СПАР у складі пральних порошків (вміст не повинен перевищувати 2-7%). 
Поповою Л.Д. [249] доведено, що прості поліефіри (діоли, триоли) впливають на обмін заліза, що підтверджується змінами активності гем- та залізовмісних ферментів, локалізованих в мембранах, руйнуванням гемвмісних молекул, зокрема гемоглобіну, порушенням процесів транспорту та реутилізації заліза, зміною концентрації вільного заліза в крові та тканинах. Це, у свою чергу, сприяє підвищенню ролі заліза в утворенні ланцюгів вільнорадикального окислення та активності ПОЛ.
 Неіоногенні СПАР на основі поліоксипропіленполіолів, азотовмісні СПАР (фенольна основа Манніха та її похідні) звичайно у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 змінюють проникність клітинних мембран, викликають зсуви в окремих ланках ендокринної системи (гіпоталамо-гіпофізарній, тиреоїдній), знижують тим самим функціонування залоз внутрішньої секреції [38, 228, 229].

Виявлено, що тривалий вплив фосфор- та  азотовмісних СПАР призводить до порушення анаболічних процесів, підвищення ймовірності загибелі  клітини. Розриви у двохспіральній структурі ДНК, зміни азотистих основ, що супроводжуються денатурацією спіралі ДНК, порушенням упакування в нуклеосомах і суперспіралях, є найбільш частими структурними змінами генетичного апарату в організмі теплокровних тварин. Крім того, СПАР та їхні метаболіти, порушуючи фізико-хімічні властивості та функціональний стан мембран (проникність кисню, іонів, нейтральних молекул;  іонний  баланс  в ядрі клітини, особливо іонів кальцію магнію, калію;  іонну рівновагу), здатні знижувати стійкість хроматину, про що свідчить поява хромосомних аберацій і зниження мітотичної активності клітин червоного кісткового мозку, синтез ДНК, РНК і білка, про що свідчить порушення включення до культури клітин 3Н-тимідину, 3Н-уридину і 14С-лейцину [125, 154, 250, 297]. 

Доведено, що низькі концентрації СПАР здатні підсилювати активність канцерогенних речовин та алергійні реакції організму. Визначено, що при аплікаціях розчинів СПАР у певному діапазоні доз спостерігається розвиток алергійного та аутоалергійного ефектів. Алергійний ефект більше виразний для катіонактивних речовин, ніж для неіоногенних. При цьому аніонактивні СПАР посідають проміжне положення. Поріг алергійної дії аніонактивних і неіоногенних речовин знаходиться у   межах 10,0-20,0 мг/кг   маси тіла тварини [42, 255, 309].

Окремо слід відзначити, що патогенетичні аспекти біологічної дії неіоногенних та аніонактивних СПАР (наприклад, простих поліефірів, епоксидовмісних гліколей, фосфор- та азотовмісних СПАР) та продуктів їх деструкції, за даними деяких джерел [27, 108, 351], практично ідентичні з тими, що реєструються за умов впливу іонізуючого випромінювання. Цей факт дав авторам можливість розглядати СПАР як джерела утворення радіотоксинів й стверджувати про наявність в них «радіотоксичного ефекту».  
У більшості випадків СПАР виявляють сенсибілізуючу, шкірно-резорбтивну, шкірно-подразнювальну дію за умов надходження до організму людини й тварин [205,  308, 346, 347]. Контакт шкіри з водними розчинами деяких СПАР призводить до зміни рН на її поверхні [205, 255, 309], зниження вмісту загальних ліпідів та амінокислот у сироватці крові [125]; попадання на слизові оболонки очей - до розвитку кон’юнктивіту, помутніння роговиці та запалення райдужної оболонки, а вдихання речовин - до ларінгоспазму й пневмонії [45, 109].
Оцінка стійкості СПАР до деградації та трансформації є також необхідною задачею при визначенні механізмів їх біологічної дії. У цьому зв'язку важливим є вивчення вторинних продуктів, іноді більш токсичних і шкідливих, ніж вихідні сполуки. Аналіз літературних джерел свідчить, що за умов підгострого експерименту при дії багатьох видів СПАР у сечі тварин можуть визначатися як вихідні продукти, так й метаболіти біотрансформації. Наприклад, при дії простих поліефірів у дозі 1/100 ДЛ50 на 30-ту добу експерименту у сечі щурів виявляються вуглеводні, оцтовий та пропіоновий альдегіди, ацетон, метанол, етанол, ізопропанол, димер формальдегіду, оксиди етилену та пропілену [220]. Останні, як відомо, є чинниками широкого спектра небезпечної дії, перш за все мембранопошкоджуючої. Несприятлива для організму роль метаболічних перетворень СПАР базується на здатності їх продуктів ковалентно зв’язуватися з нуклеофільними центрами білкових і небілкових молекул, етерифікуватися до гліцеридів з утворенням «гібридних» жирних кислот. З іншого боку, продукти деструкції речовин здатні ініціювати появу вільних радикалів, які можуть відновлюватися до вуглеводнів, але частіше окиснюватися до альдегідів, кетонів та органічних кислот. Альдегіди і кетони є реакційноздатними сполуками, тому вони піддаються подальшому розщепленню з утворенням нових вільних радикалів, які, по-перше, потенціюють розпад великої кількості молекул СПАР, а по-друге, якщо процес відбувається у клітинах, призводять до ініціації ПОЛ та появи великої кількості вільних радикалів, перекисів і гідроперекисів. Таким чином виникає негативне замкнуте коло, і ферментні системи організму змушені проводити детоксикацію не вихідних сполук, а продуктів їхнього розщеплення, які є значно токсичними, ніж їх попередники [44]. 
Останнім часом у ряді країн Західної Європи відмічається тенденція до відмови від застосування у побуті синтетичних миючих засобів, що містять фосфатні добавки [230]. Це пояснюється тим, що наявність фосфатних добавок призводить до значного посилення токсичних властивостей, перш за все, аніонактивних СПАР. З одного боку, ці добавки створюють умови для більш інтенсивного проникнення речовин через непошкоджену шкіру, сприяють посиленому знежиренню шкірних покривів, більш активному порушенню фізико-хімічних властивостей клітинних мембран, зниженню бар'єрних функцій шкіри. СПАР проникають в мікросудини шкіри, всмоктуються в кров й розповсюджуються по організму. Це призводить до зміни фізико-хімічних властивостей самої крові та порушення імунітету. Слід зазначити, що аніонактивні СПАР мають здатність накопичуватися в органах.  Так, внаслідок цього в легенях викликають гіперемію, емфізему; в печінці - пошкоджують функцію гепатоцитів, що призводить до збільшення холестерину та підсилення проявів атеросклерозу в судинах серця й мозку; в центральній та периферичній нервовій системі -  порушують передачу нервових імпульсів.
У багатьох випадках прояв гонадотоксичної дії СПАР, зокрема поліолів, простих поліефірів (поліетиленоксидів) за умов тривалого перорального надходження, особливо у дозі 1/100 ДЛ50 до організму щурів-самців підтверджується зниженням кількості сперматозоїдів у суспензії придатка, часу їх рухливості, осмотичної резистентності, числа сперматогоній, відносного числа канальців з 12-ою стадією мейозу на тлі збільшення кислотної стійкості, кількості мертвих форм статевих клітин і канальців зі злущеним епітелієм. Вплив дозою 1/1000 ДЛ50 не викликає відхилень з боку функціональної активності сперматозоїдів. Але слід відзначити, що функціональні та морфологічні порушення можуть виявлятися на рівні загальнотоксичної дії поліолів, що виключає специфічну гонадотоксичну дію. На рівні загальнотоксичного впливу також може виявлятися у значної кількості СПАР ембріотоксична дія, що дає можливість виключити наявність її специфічного прояву за умов перорального впливу на організм щурів-самок. Як правило, поліоли у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 не чинять впливу на кількість живих ембріонів, резорбцій, жовтих тіл вагітності, масу плацент, постімплантаційну загибель, але за умов впливу 1/10 ДЛ50 викликають зниження маси плодів і збільшення доімплантаційної та загальної ембріональної загибелі. Зовнішній огляд та морфологічні дослідження ембріонів не виявляють видимих каліцтв і відхилень у диференціації органів і тканинних структур, що виключає наявність тератогенної дії у багатьох СПАР [86, 328]. Але О.І. Волощенко та співавт. [43] встановили, що вплив високих доз СПАР може призводити до розвитку ембріотоксичного ефекту. Інші автори відмічають той факт, що деякі СПАР у низьких концентраціях можуть стимулювати активність канцерогенних речовин [45].

Дія багатьох СПАР на організм теплокровних тварин супроводжується зміною імунобіологічної реактивності [37, 297, 329]. Основні  структурно-метаболічні механізми інгібування імунної системи пов'язані з порушенням структурної організації біологічних  мембран. Так, вплив багатьох поліоксипропіленпо-ліолів у 1/10 і 1/100 ДЛ50 призводить до зростання лізису агломерації лейкоцитів, пошкодження базофілів і нейтрофілів, зниження реакції бласттрансформації і розеткоутворення лімфоцитів. У сироватці крові можливим є зниження вмісту лізоциму. Проліферативні зміни у селезінці та лімфатичних вузлах характеризуються збільшенням загального числа клітин плазмоцитарного ряду, при цьому спостерігається різке підвищення числа зрілих плазматичних клітин. У вигляді поодиноких зустрічаються плазмобласти, трохи частіше - незрілі плазматичні клітини. Тривалий вплив цих СПАР супроводжується також порушенням анаболічних процесів, підвищенням ймовірності загибелі  клітин. Розриви у двоспіральній структурі ДНК і зміни азотистих основ з денатурацією спіралі ДНК, порушення упакування в нуклеосомах і суперспіралях є найбільш частими структурними змінами генетичного апарата в організмі тварин. Крім того, речовини та їх метаболіти, порушуючи фізико-хімічні властивості та функціональний стан мембран, здатні знижувати стійкість хроматину, про що свідчить поява хромосомних аберацій і зниження мітотичної активності клітин червоного кісткового мозку. Потенційний деструктивний вплив поліоксипропіленполіолів на генетичний апарат клітин супроводжується порушенням синтезу білка,  пригніченням  клітинного та гуморального імунітету. Поява помилок у транскрипції та трансляції за умов впливу сполук  призводить до збільшення нестабільності клітинних систем, ймовірності загибелі клітин на тлі зниження процесів диференціювання й проліферації імунокомпетентних органів і тканин. Усі ці процеси мають тенденцію до зростання залежно від дози СПАР.   
Обґрунтування нешкідливих рівнів вмісту СПАР у воді водойм проводять, як правило, на основі дослідження їхнього впливу на органолептичні властивості води, санітарний режим водойм. Насамперед СПАР надають воді стійкі специфічні запахи й присмаки, а деякі з них можуть стабілізувати неприємні запахи, зумовлені іншими сполуками.  Одним з основних фізико-хімічних властивостей СПАР є висока здатність утворювати піну. Її виникнення на поверхні води суттєво ускладнює тепломасообмін водойм з атмосферою, знижує надходження кисню з повітря у воду (на 15-20%), сповільнюючи осадження й розкладання суспензій, процеси мінералізації органічних речовин, і тим самим погіршує процеси самоочищення. Деякі нерозчинні СПАР при попаданні на поверхню води утворюють нерозчинні плівки, які переходять при достатній площі розтікання в моношари. При незначному вмісті СПАР у воді часто спостерігається коагуляція (злипання) та седиментація домішок (осідання), зумовлена ​​зменшенням або навіть зняттям електрокінетичного потенціалу частинок внаслідок сорбції протилежно заряджених органічних іонів СПАР. Крім того, СПАР можуть гальмувати розпад канцерогенних речовин, пригнічувати процеси біохімічного споживання кисню, амоніфікації й нітрифікації [45]. При гідролізі цих СПАР у водному середовищі може утворюватися цілий ряд небезпечних речовин [29, 54, 68, 205, 256, 347]. Так, наприклад, за умов шестимісячної експозиції поліефірів на основі гліцеролу з вихідною концентрацією 4,0 г/л у водних розчинах спостерігається присутність вуглеводнів (гептану, гексану, октану, ізопропану), альдегідів (оцтового, масляного, алілового, кротонового, пропіонового), спиртів (метанолу, діацетонового, ізоалілового, етанолу, третинного бутанолу), ефірів (сірчаного, діалілового), діоксану, етилацетату, метилетилкетону, оксидів етилену та пропілену. Найбільш високі концентрації характерні для альдегідів, кетонів, спиртів [264]. Слід зазначити, що одним із факторів, що беруть участь в ініціації розпаду СПАР, є температура. У більшості випадків процеси технологічного синтезу СПАР відбуваються у діапазоні температур (80-120)ºС. Це, у свою чергу, може сприяти термодеструкції та появі її низькомолекулярних продуктів у навколишньому середовищі. Не менш важливим фактором є те, що у багатьох випадках вживання питної води населенням здійснюється після її термічної обробки. У зв'язку з цим несприятливий вплив на організм людини може реалізуватися не через власні речовини, а через продукти їх термодеструкції. У теоретичному та практичному аспектах значний інтерес представляє уточнення шляхів розпаду СПАР з метою використання при обґрунтуванні методів очищення стічних вод, прискорення або уповільнення процесів біодеградації речовин. За результатами досліджень основними продуктами термодеструкції великої групи СПАР на основі поліоксіпропіленполіолов є вуглеводні, альдегіди і спирти [256]. Більшість продуктів гідролітичної та термічної деструкції СПАР добре вивчена у біологічному та гігієнічному відношенні, в основному вони є більш токсичними та відносяться до (2-3) класів небезпеки [56]. Отже, СПАР можуть сприяти підвищенню епідеміологічної небезпеки води, а також хімічному забрудненню води речовинами високої біологічної активності. Більшість СПАР та продуктів їх розпаду токсичні для різних груп гідробіонтів: мікроорганізмів, водоростей, безхребетних навіть у малих концентраціях, особливо при хронічному впливі. СПАР здатні накопичуватися в організмі та викликати незворотні патологічні зміни.
Шкідливі хімічні фактори навколишнього середовища, у тому числі й СПАР, у більшості випадків мають здатність прискорювати процес старіння організму, в якому, як відомо, провідна роль належить фізіологічним механізмам. У цьому аспекті вивчення функціонального стану імунної системи, процесів нейрогуморальної регуляції, біоенергетичних процесів, білкового та мінерального обміну, окислювального гомеостазу, неспецифічних адаптаційних реакцій в експерименті за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних не знайшло відображення в доступній науковій літературі.  Більшість проведених досліджень стосується лише впливу на органолептичні властивості води та санітарний стан водойм, порушення окремих ланок гомеостазу в організмі теплокровних тварин, розвитку віддалених наслідків при впливі на організм ОЕНФ та їх похідних [39, 170, 246, 255, 287, 301, 335, 348].  Так, доведено, що ці сполуки є високостабільними, у визначених концентраціях можуть змінювати органолептичні властивості води, порушувати процеси самоочищення водойм, стимулювати й пригнічувати ріст, розмноження сапрофітної та умовно-патогенної мікрофлори, водоростей, дафній, вірусів. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні відносяться до помірнотоксичних речовин, здатних проникати через непошкоджену шкіру й чинити подразнювальну дію на слизові оболонки. Віддалені специфічні ефекти цих сполук, за даними літературних джерел, виявляються на рівні загальнотоксичних доз. За умов тривалого надходження до організму вони здатні проявляти імунодепресивні властивості й викликати розвиток дисбактеріозу. Вивчення впливу цього класу СПАР на гематологічні показники, цитокіновий та імуноглобуліновий профіль крові, моноамінергічні та аміноацидергічні нейромедіаторні системи, процеси гормональної регуляції, активність оксидантно-антиоксидантної системи, окислювально-відновлювальних процесів, вміст основних енергетичних субстратів, біогенних елементів є важливим й необхідним для всебічного розкриття механізмів  впливу на організм, складання прогнозу потенційної небезпеки та екстраполяції отриманих результатів на стан здоров'я людини.  
 У цілому аналіз наукової літератури, наведений у даному розділі роботи,  дозволяє зробити наступні висновки.

1. У науковій літературі відсутні результати про патофізіологічні механізми дії ОЕНФ та їх похідних.  Вивчення захисно-пристосувальних та компенсаторних механізмів, ролі нейрогуморальних та імунних механізмів регуляції функцій за умов виникнення й розвитку патологічних процесів при дії ОЕНФ та їх похідних є актуальною проблемою патологічної фізіології.  
2. Аналіз наукової літератури виявив відсутність комплексного підходу у вивченні стану інтегративних систем підтримки гомеостазу (нервової, ендокринної, імунної), що є необхідною складовою при обґрунтуванні рівнів фізіологічної адаптації, захисно-компенсаторної адаптації і зриву захисно-пристосувальних механізмів – дезадаптації при дії на організм ксенобіотиків, зокрема ОЕНФ та їх похідних. 
3. У науковій літературі відсутня комплексна оцінка стану окислювального гомеостазу, енергетичних процесів, білкового та мінерального обмінів за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних. Розкриття механізмів дії багатьох ксенобіотиків свідчить, що у більшості випадків провідними патогенетичними ланками є порушення окислювально-відновлювальних процесів, стану анаболічних і катаболічних процесів, спряжених з синтезом та використанням макроергічних сполук, активація радикалоутворення на тлі зниження антиокислювальних процесів, узгодженість роботи яких забезпечує високу функціональну надійність біосистем та адаптацію організму до шкідливих факторів довкілля.

4. Аналіз наукової літератури свідчить про необхідність сумісного вивчення реакцій організму на тривалу дію ОЕНФ та їх похідних гіпоталамо-гіпофізарного, симпатоадреналового та тиреоїдного нейроендокринного комплексів, що пояснюється не тільки особливою роллю гормонів в регуляції ключових процесів життєдіяльності та управління терміновими адаптивними реакціями організму, але й складною взаємодією на різних рівнях їх організації в умовах як норми, так і патології. 

5. Вивчення патофізіологічних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних диктує необхідність обґрунтування «сигнальних» показників для донозологічної діагностики передпатологічних змін в організмі. Методологічною основою при цьому можуть слугувати загальні положення дослідження токсикодинаміки, токсикокінетики, біотрансформації, механізмів біологічної дії ксенобіотиків та провідних патохімічних ланок формування структурно-метаболічних порушень з боку систем підтримки гомеостазу.

6. Аналіз джерел фахової літератури свідчить, що ОЕНФ та їх похідні характеризуються значними об’ємами синтезу, широким використанням у різних галузях народного господарства. У процесі їх виробництва та використання утворюється велика кількість стічних вод, в яких містяться як вихідні продукти, так й метаболіти гідролітичної і термічної деструкції, здатних надходити до водоймищ господарсько-питного та культурно-побутового призначення, порушуючи процеси їх самоочищення та умови водокористування.

7. Аналітичний огляд літератури свідчить, що наявні дослідження впливу оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних,  як об’єктів даної роботи, обмежені вивченням параметрів токсичності, кумулятивності, шкірно-подразнювальної, шкірно-резорбтивної дії, алергійних властивостей. Відсутні експериментальні дослідження щодо патофізіологічних механізмів їх дії, не обґрунтований прогноз потенційної небезпеки для організму теплокровних тварин та навколишнього середовища. 

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Дослідження проведено відповідно до загальних етичних принципів експериментів на тваринах, ухвалених Першим національним конгресом України з біоетики (Київ, 2001), положень Конвенції з біоетики Ради Європи (1997), Європейської конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та інших наукових цілей (Страсбург, 1986), інших міжнародних угод та національного законодавства у цій галузі [258, 276]. Дотримання етичних принципів підтверджено комісією з біоетики Харківського національного медичного університету (протокол № 5 від 10 травня 2016 р).

2.1. Обґрунтування вибору об'єктів і напрямку дослідження

Вибір групи ОЕНФ та їх похідних  - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів (технічної марки «Неоноли») зумовлений відсутністю даних щодо патофізіологічних механізмів їх тривалої дії, що є складовою частиною обґрунтування нешкідливих рівнів вмісту у воді водних об'єктів господарсько-питного і культурно-побутового призначення та прогнозу потенційної небезпеки для здоров'я населення. У роботі використано зразки речовин з регламентованими фізико-хімічними характеристиками.
Оксиетильовані нонілфеноли з числом оксиетильованих груп 4, 6, 8, 10, 12 (ОЕНФ4, 6, 8, 10, 12) - в'язкі рідини світло-жовтого кольору, добре розчинні в органічних розчинниках; ОЕНФ4, 6, 8 - мало розчинні, а ОЕНФ10, 12 - добре розчинні у воді; молекулярна маса коливається від 396 до 1320; щільність при 20ºС - 1,00-1,025 кг/м3; за фізико-хімічними властивостями та особливостями будови молекул відносяться до неіоногенних СПАР. Загальна формула:

С9Н19-С6Н4О-(С2Н4О)nН, де n – ступінь оксиетилювання
Натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів з числом оксиетильованих груп 4, 5, 6, 10 (КМ-ОЕНФ4, 5, 6, 10) - рідкі пасти світло-жовтого кольору, добре розчинні у воді і органічних розчинниках; молекулярна маса коливається від 474 до 727; щільність при 20ºС - 1,025-1,030 кг/м3; за фізико-хімічними властивостями та особливостями будови молекул відносяться до аніонактивних СПАР. Загальна формула: 
СН3-(СН2)8-С6Н4О-(СН2СН2О)n-СН2СООН, де n – ступінь оксиетилювання

  Для досягнення мети та вирішення завдань дослідження опрацьовано поетапну програму (рис. 2.1).

2.2. Методи дослідження, що використовувалися в роботі

Вивчення механізмів дії ОЕНФ та їх похідних згідно з поетапною програмою досліджень проводили у під гострому  експерименті (45 діб) на 330 статевозрілих щурах  лінії WAG масою 180-220г, яких утримували у стандартних умовах віварію за постійної температури та природного освітлення у пластикових клітках на збалансованому харчовому раціоні. Щурів піддавали пероральній затравці за допомогою зонда водними розчинами речовин щоденно одноразово протягом 45 діб. Всі маніпуляції проводили в стандартних умовах з 900 до 1000. Тваринам контрольної групи вводили відповідні об’єми питної води. Дослідження показників проводили через 45 діб після початку експерименту. У кожній групі було по 15 тварин. Забій проводили шляхом декапітації гільйотинним ножем, попередньо анестезуючи тіопенталом натрію у дозі 50 мг/кг маси; швидко вилучали необхідні для дослідження печінку та головний мозок. Для виділення печінки щурів після декапітації фіксували на препарувальному столику та розрізали черевну порожнину. Печінку перфузували охолодженим розчином до повного видалення слідів крові; видаляли, вирізали ділянки сполучної тканини, просушували. Виділені органи заморожували та зберігали в рідкому азоті. 

































Рис. 2.1. Поетапна програма досліджень                                                                                                 
Для розрахунку необхідних для введення доз речовин попередньо визначили параметри їх токсичності [104]. Дози були обрані таким чином, щоб визначити летальний ефект в інтервалі летальних доз ДЛ0-ДЛ100. Спостереження за тваринами проводили протягом 15 діб. Реєстрували час загибелі тварин і сумарну кількість введеної  речовини. Оцінювання результатів проводили на підставі середнього ефективного часу загибелі тварин [161]. За встановленими параметрами токсичності ОЕНФ та їх похідні відносяться до помірно- та малотоксичних речовин (3-4 клас небезпеки) (табл. 2.1).
                                                                                                          Таблиця 2.1

Параметри токсичності  оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів (технічної марки «Неоноли») 

	Речовина
	Параметри токсичності
	Клас 

небезпеки

	
	ДЛ16, г/кг
	ДЛ50, г/кг
	ДЛ84, г/кг
	ДЛ100, 

г/кг
	ЕТ50,

год
	МНД, мг/кг
	МНК, мг/л
	

	ОЕНФ4
	3,3
	5,8±0,9
	6,3
	6,6
	33,6
	0,61
	12,2
	4


	ОЕНФ6
	3,1
	4,2±0,9
	5,8
	6,2
	38,4
	0,51
	10,2
	3

	ОЕНФ8
	3,3
	5,1±0,5
	6,1
	7,4
	45,6
	0,54
	10,8
	4

	ОЕНФ10
	2,5
	4,3±1,0
	5,5
	6,2
	43,2
	0,44
	8,8
	3

	ОЕНФ12
	2,6
	3,4±0,8
	4,0
	4,7
	12,0
	0,32
	6,4
	3

	КМ-ОЕНФ4
	4,3
	6,1±0,8
	10,1
	10,8
	66,2
	0,64
	12,8
	4

	КМ-ОЕНФ5
	2,8
	2,8±0,9
	4,3
	4,8
	84,7
	0,32
	6,4
	3

	КМ-ОЕНФ6
	2,0
	2,2±1,0
	3,6
	3,9
	78,5
	0,25
	5,0
	3

	КМ-ОЕНФ10
	2,5
	3,2±0,8
	4,6
	5,3
	43,2
	0,35
	7,0
	3


У подальших експериментах тварин піддавали пероральній затравці водними розчинами речовин у дозах 1/10, 1/100 і 1/1000 ДЛ50.
Для дослідження основних показників імунної системи використовували методичні рекомендації МОЗ України «Дослідження імунотоксичної дії потенційно небезпечних хімічних речовин при їх гігієнічній регламентації» (наказ № 356 від 25.07.2003 р.) [98] та рекомендації ВООЗ [418].
Гематологічні дослідження проводили, використовуючи стандартні методики. Підрахунок загальної кількості лейкоцитів крові здійснювали у лічильній камері Горяєва. Для диференційного підрахунку лейкоцитів з гепаринізованої цільної крові готували мазки, фіксували їх етанолом та фарбували за Романовським [178]. 
Визначення субпопуляцій лімфоцитів проводили за допомогою діагностикумів на основі моноклональних антитіл проти антигенів (ТОВ НВЛ «Гранум», Україна) згідно методики виробника. Метод ґрунтується на реакції розеткоутворення з еритроцитами, на яких абсорбовані моноклональні антитіла проти рецепторів СD3 (загальна популяція Т-лімфоцитів), СD4 (Т-хелпери/індуктори), СD8 (Т-цитотоксичні лімфоцити/супресори), СD19 (В-лімфоцити).
Вміст імуноглобулінів А, М, G у сироватці крові визначали методом радіальної імунодифузії в гелі за допомогою моноспецифічних сироваток проти імуноглобулінів виробництва ФГУП «НПО Микроген» (Росія).  
Рівень цитокінів визначали  імуноферментним методом з використанням наборів реагентів «ProCon IL-1β», «ProCon IL-2», «ProCon IL-4», «ProCon IL-6», «ProCon IL-10», «ProCon TNF-α» («Протеиновый контур», Росія), «Интерлейкин-8-ИФА-БЕСТ» («Вектор-Бест», Росія) і аналізатора  імуноферментного Stat Fax 303 Рlus. Для одержання сироватки пробірки з кров’ю термостатували протягом 20 хвилин з наступним центрифугуванням протягом 10 хвилин при 1500 об/хв.
Фагоцитарну активність нейтрофілів щурів оцінювали за фагоцитарним числом (середньою кількістю частинок латексу, поглинених одним фагоцитом), індексом поглинання і перетравлення, абсолютними показниками поглинання і перетравлення по  відношенню до золотистого стафілококу (штам 209). У кожному мазку переглядали 100 нейтрофілів і відмічали кількість клітин, які підлягали фагоцитозу [98]. Мікроскопічним методом по периферії мазка підраховували 100 нейтрофілів, визначали відсоток клітин, які вміщують мікроорганізми (фагоцитарний показник), середнє число мікроорганізмів у одному фагоциті (фагоцитарний індекс), відносну кількість пошкоджених (слабкозабарвлених або нерівномірно забарвлених) мікробних клітин фагоцитованих нейтрофілами (відсоток перетравлених клітин). Для об'єктивного висновку про стан фагоцитарної функції визначали абсолютну кількість фагоцитуючих нейтрофілів. Для цього використовували дані загального аналізу крові - кількість лейкоцитів і нейтрофілів.
Визначення вмісту гаптоглобіну в сироватці крові проводили фотоелектроколориметричним методом, що ґрунтується на осадженні ріванолом комплексу гемоглобін-гаптоглобін [137].  Екстинкцію всіх проб вимірювали проти дистильованої води на спектрофотометрі СФ-46 при довжині хвилі 540 нм. 
Вміст церулоплазміну в сироватці крові визначали за методом Ravin [420] у модифікації Мошкова та співавт. [7], що ґрунтується на реакції ферментативного окислення парафенілендіаміну церулоплазміном. Проби інкубували протягом години у сухоповітряному термостаті при 37(С,  колориметрували при довжині хвилі 530 нм. 

 Вміст фібриногену у плазмі крові щурів визначали методом Клауса з використанням наборів реагентів «Фібриноген-тест» (НПО «РЕНАМ», Росія) шляхом вимірювання часу згортання розведеної плазми надлишком тромбіну. Плазму отримували шляхом центрифугування гепаринізованої крові протягом 20 хвилин при  3000 об/хв.   

Визначення активності лізоциму проводили фотоелектроколометричним методом зі змінами температурного режиму реакції сироватки крові з культурою М. lisodecticus. Метод ґрунтується на змінах оптичної густини середовища у результаті здатності лізоциму крові викликати лізис тест-культури М. lisodecticus у фосфатному буфері. Для розрахунку активності лізоциму зі значення оптичної щільності досліджуваної проби віднімали значення щільності мікробної суспензії [66]. 

            Вміст діоксифенілаланіну (ДОФА), дофаміну, норадреналіну, триптофану та серотоніну у гомогенаті головного мозку визначали спектрофлюориметрично після виділення хроматографічним методом на колонках з катіонобмінною смолою (Dowex 50Wx4, 200-400 mesh, натрієва форма, параметри колонки d=4 мм, h=75 мм) [357]. Швидкість протікання розчинів через колонки не перевищувала 1 мл/хв. До наважки тканини додавали 0,2 М HCIO4 з 0,5 % ЕДТА, гомогенізували. Гомогенат залишали на 20-30 хвилин на холоді, а потім центрифугували. Центрифугат зливали, осад промивали 0,2 М HCIO4 з 0,5 % ЕДТА і знов центрифугували. Центрифугати об’єднували, нейтралізували насиченим розчином Na2CO3 до рН 6,0-6,5, пропускали через колонки з наступною послідовною промивкою водою. ДОФА елюїрували 0,1 М натрій-цитратно-фосфатним буфером, який містив 0,2 моль/л NaCI (рН 2,5), далі елюцію проводили цим буфером з рН 4,5. Триптофан елюїрували 0,1 М натрій-фосфатним буфером (рН 6,5) з 0,1 % ЕДТА. Для елюїрування норадреналіну використовували 1 н водну соляну кислоту. Дофамін елюїрували соляною кислотою в етанолі, змішаних у рівних кількостях. Серотонін екстрагували 50% N-етанольною соляною кислотою. Триптофан визначали на спектрофлюориметрі «Hitachi MPF-4A» при довжині хвилі збудження 290 нм та довжині хвилі люмінесценції 345 нм, ДОФА – 330/375, дофамін – 330/375, норадреналін – 395/485, серотонін - 303/330 нм. Визначення адреналіну в сироватці крові також  проводили після виділення хроматографічним методом C. Atack еt al. [357].  Елюїрування адреналіну проводили 1 н НСl, вміст оцінювали на спектрофлюориметрі «Hitachi MPF-4A» при  довжині  хвилі збудження – 445 нм, люмінесценції - 490 нм.  
Вміст гама-амінобутирату у гомогенті головного мозку щурів також визначали після хроматографічного виділення [369] на колонках з катіонообмінною смолою Dowex 50Wx4, 200-400 mesh, натрієва форма, параметри колонки d=4 мм, h=75 мм. Після екстракції хлорною кислотою та нейтралізації до рН 3,0 зразок пропускали через колонку. Після промивання колонки водою, елюїрування ГАМК проводили з використанням 0,025 М натрій-цитратного буфера (рН 4,5). Для кількісного визначення ГАМК здійснювали реакцію з нінгідрином. До елюату додавали 2,5 М К2СО3, потім 0,8 мл елюату змішували з 0,4 мл розчину нінгідрину в 2,5 М К2СО3 (рН 8,5). Інкубували при 60ºС протягом 30 хвилин з наступним охолодженням до кімнатної температури та вимірювали флюоресценцію при довжині хвилі збудження 380 нм і флюоресценції 450 нм.
   Вміст мелатоніну, тиреотропіну, тироксину, кортизолу, кортикотропіну, інсуліну, глюкагону, кальцитоніну, соматотропіну, паратирину лютропіну, фоллітропіну, прогестерону, тестостерону, пролактину, естрадіолу,  в сироватці крові визначали методом твердофазного імуноферментного аналізу за допомогою діагностичних тест-систем «Mеlatonin ELISA» (Німеччина), «ТироидИФА-ТТГ», «ТироидИФА-тетрайодтиронин» (Росія),  «Стероид ИФА-кортизол-01» (Росія), «DSL-10-5100 Active ACTH Elisa» (США), «Гонадотропин ИФА-ЛГ» (Росія), «Гонадотропин ИФА-ФСГ» (Росія), «Стероид ИФА-прогестерон-01» (Росія), «Стероид ИФА-тестостерон-01» (Росія), «Стероид ИФА-пролактин-01» (Росія), «Estradiol ELISA» (CША), «Insulin ELISA» (США) та аналізатора  імуноферментного Stat Fax 303 Рlus.  Концентрацію гормонів у пробах розраховували після вимірювання оптичної щільності розчинів на основі калібрувальних кривих.  
Вміст дієнових кон’югатів у сироватці крові, гомогенаті печінки та головного мозку визначали спектрофотометричним методом при 233 нм [158].  Ліпіди екстрагували гептан-ізопропаноловою сумішшю. Вміст дієнових кон’югатів розраховували, виходячи з коефіцієнта молярної екстинкції ε=2,2∙105 моль-1см-1. Вміст ТБК-реактантів у сироватці крові, гомогенаті печінки та головного мозку оцінювали методом [317], що ґрунтується на реакції між малоновим діальдегідом і тіобарбітуровою кислотою, яка в умовах високої температури та кислого  середовища відбувається з утворенням забарвленого триметинового комплексу з  максимумом поглинання при довжині хвилі 532 нм.  Кількість ТБК-реактантів розраховували, виходячи з молярного коефіцієнта екстинкції ε=1,56∙105 моль-1см-1. Шифові основи, як продукти взаємодії карбонільних сполук і аміногруп білків, амінокислот, нуклеїнових кислот, екстрагували сумішшю Фолча (хлороформ-метанол) з подальшим спектрофлюориметричним визначенням в хлороформному екстракті при довжині хвилі  збудження 360 нм  і довжині хвилі емісії 430 нм [424]. Для отримання гомогенату печінки наважку тканини подрібнювали на холоді та гомогенізували протягом 1-2 хвилини за допомогою скляного гомогенізатора Поттера з тефлоновим товкачиком  в  охолодженому середовищі виділення (0,25 М розчин сахарози, який готували на 0,01 М трис-НСI буфері, рН-7,4 з додаванням 1 мМ ЕДТА). Співвідношення тканина/середовище (вага/об’єм) становило 1г/9 мл. Для отримання гомогенату головного мозку гомогенізацію проводили в охолодженому середовищі виділення, що складалося з 0,32 М сахарози на 0,05 М трис-НСI буфері, рН-7,4. 

Оцінку інтенсивності спонтанної окислювальної модифікації білків сироватки    крові    проводили    за   допомогою  модифікованого методу  Дубініної та співавт. [235], що ґрунтується  на  реакції взаємодії карбонільних похідних білків і шифових основ з 2,4-динітрофенілгідразином з утворенням 2,4-динітрофенілгідразонів, які реєстрували при 356, 370 і 430 нм. Осадження білків сироватки проводили 20% розчином трихлороцтової кислоти. До денатурованих білків додавали 0,1 М розчин 2,4-динітрофенілгідразину на 2 М розчин HCl. Проби інкубували протягом години, центрифугували з метою осадження білків при 3000 об/хв., осад промивали сумішшю етанол-етилацетат (1:1) для екстракції ліпідів та 2,4-ДНФГ, що не прореагували з карбонільними групами окислених білків, та розчиняли у 8 М розчині сечовини. Кількість утворення 2,4-динітрофенілгідразонів розраховували, використовуючи коефіцієнт молярної екстинкції, що становив 21·10-3 моль-1см-1. Вміст карбонільних груп (ступінь окислювальної модифікації) розразовували за формулою: Х = Vпр.·ΔD·R/ε·C·Vрозв., мкмоль/г білку, де Vпр. – об’єм проби, ΔD – оптична щільність, R – коефіцієнт розведення, ε - коефіцієнт молекулярної екстинкції, C – концентрація, Vрозв. – об’єм розведеного білку в пробі.
 Активність супероксиддисмутази (КФ 1.15.1.1) еритроцитів  визначали спектрофотометричним  методом  за  ступенем інгібування відновлення нітросинього тетразолію [82]. Еритроцити відділяли від плазми центрифугуванням стабілізованої гепарином крові протягом 15 хвилин при 3000 g (кінцеве розведення гепарин – цільна кров становило 1:100). Суспензію еритроцитів декілька разів промивали охолодженим 0,89% розчином NaCI.
Активність каталази (КФ 1.11.1.6) визначали у крові спектрофотометричним методом за зменшенням перекису водню в інкубаційному середовищі, що містить трис-НСl-ЕДТА (рН 8,0), 10 мМ/л розчин перекису водню. Зниження оптичної щільності вимірювали проти контрольної проби без гемолізату кожні 30 с протягом 3 хвилин при кімнатній температурі при 230 нм  [101].

 Вміст тіолових груп у білках мембран еритроцитів визначали методом прямого амперометричного титрування нітратом срібла [284], що ґрунтується на компенсації тіолами дифузійного електричного струму, індуктором якого є іони срібла на поверхні платинового електрода. Вміст дисульфідних зв’язків – визначали методом зворотного амперометричного титрування з використанням платинового електрода та відповідного електрода порівняння [283]. Метод грунтується на розщепленні дисульфідних зв’язків  за умов дії сульфіту натрію у присутності залишку іонів срібла, які з новими тіоловими групами утворюють прозорий меркаптидний зв'язок, а залишок вільних іонів металу відтитровується еквімолярним розчином тіолу. У посуд для титрування, що містив аміачний буфер, додавали 0,001 М розчин нітрату срібла, мембранну фракцію еритроцитів, насичений розчин сульфіту натрію. Зворотне титрування проводили 0,001 М цистеїном. Мембрани еритроцитів виділяли шляхом гіпоосмотичного гемолізу з наступним осадженням при центрифугуванні 6000 об/хв. протягом 10 хвилин.

Для оцінки фосфоліпідного складу мембран еритроцитів останні відмивали від плазми 0,9% NaCl, ліпіди екстрагували методом Кейтса [141], екстракти випаровували у струмі сухого азоту. Розділення фосфоліпідів на фракції проводили методом двохмірної мікротонкошарової хроматографії [438]; фосфоліпіди ідентифікували, використовуючи специфічні реакції та стандартні розчини. Кількісний вміст загальних та індивідуальних фосфоліпідів у ліпідних екстрактах оцінювали за кількістю неорганічного фосфору, який визначали за допомогою молібденового реагенту [366]. Співвідношення фосфоліпідних фракцій розраховували у відсотках фосфору фосфоліпідів кожної фракції до фосфору загальних ліпідів, прийнятих за 100 %. 
 Для підтвердження індукування речовинами вільнорадикальних процесів використовували хемілюмінесцентний метод шляхом вимірювання інтенсивності надслабкого світіння сироватки крові в області спектра 400-600 нм, що виникає внаслідок хемілюмінесцентних реакцій [157, 160, 254]. У біологічних системах квант світла випромінюється у реакції рекомбінації пероксидних радикалів. Надслабке світіння фіксували без використання будь-яких домішок – спонтанну хемілюмінесценцію (ХЛ) та за допомогою флюорохромів – хімічних добавок, що підсилюють слабке  спонтанне світіння (люмінолу, перекису водню, хлорного заліза). Хемілюмінограми реєстрували на хемілюмінометрі ХЛМ1Ц-01. Вимірювальні блоки хемілюмінометру забезпечували виведення інформації у цифровому вигляді на табло прибору та печатний пристрій; запис хемілюмінограм на діаграмній стрічці самописця; перемішування проб і реактивів, що подавалися через гніздо дозування, зміну проб та їх світлозахист; термостатування кювет та охолодження фотоелектропомножувача.   
Для підтвердження індукування речовинами окислювальної модифікації білків вимірювали інтенсивність фосфоресценції сироватки крові після збудження її джерелом світла спектрофлюориметричним методом. На кварцову пластину наносили сироватку крові та 3% люмінол; висушували при 30ºС до утворення твердої плівки. Після цього кварцову пластину з висушеною сироваткою крові розташовували у фосфороскопі люмінесцентного комплексу і вимірювали інтенсивність фосфоресценції. Джерелом збуджуючого світла була ртутна лампа ДРК-120. За допомогою монохроматора ДМР-4 виділяли спектральні лінії 297, 313, 334, 365, 404 і 434 нм. Кванти світла поглиналися плівкою сироватки крові з подальшим випромінюванням квантів фосфоресценції за допомогою ФЕП-130. Ширина вихідної щілини монохроматора становила 2 мм. Реєстрацію фосфоресценції здійснювали при кімнатній температурі в режимі підрахунку фотонів за допомогою лічильника СБС-2. Усі процедури вимірювання автоматизовані, похибка не перевищувала в усіх випадках 3 %.

Вміст нітритів, нітратів, S-нітрозотіолу та активність NO-синтази у крові оцінювали за методичними рекомендаціями [150]. Для визначення рівня нітритів проводили депротеїнізацію шляхом змішування сироватки крові з 96% етанолом у співвідношенні 1:2 та наступного центрифугування протягом 20 хвилин при 2500 g. До супернатанту додавали VCI3 та реактив Грисса, проби інкубували 30 хвилин при 37ºС, вимірювали оптичну щільність при довжині хвилі 540 нм. Кількість нітритів знаходили за калібрувальною кривою, побудованою зі стандартним розчином NaNO2. Для визначення нітратів сироватку крові інкубували з реактивом Грисса без додавання VCI3; кількісний вміст знаходили шляхом вираховування кількості нітритів з сумарної кількості цих метаболітів оксиду азоту. За приростом вмісту нітратів і нітритів у дослідних пробах судили також про активність NO-синтази. Вміст S-нітрозотіолу у плазмі крові визначали за вимірюванням рівня 5,5-дітіобіс-(2-нітробензойної) кислоти – продукту окислення тіолових груп 5-тіо-2-нітробензойної кислоти оксидом азоту. Для цього плазму крові розводили фізіологічним розчином в 2 рази, додавали 0,1 мМ розчин сульфату амонію, інкубували 10 хвилин при кімнатній температурі з метою осадження NO2, реакцію зупиняли додаванням 2,8 М розчину NaOH. Флюоресценцію вимірювали при 360/450 нм. Розрахунок проводили за калібрувальною кривою, побудованою з використанням різних концентрацій відновленого глутатіону. 
Для оцінки стану системи мікросомального окислення  наважку печінки  гомогенізували у середовищі виділення (0,3 М сахароза, 1 мМ трилон Б, 10 мМ трис-НСl буфер, рН 7,4) на холоді у тефлоновому гомогенізаторі протягом  хвилини (20-30 up/down, швидкість обертання 1000 об/хв, зазор скло-тефлон 0,2 мм). Гомогенат центрифугували при 600 g протягом 10 хвилин; надосадову рідину центрифугували при 10000 g протягом 10 хвилин. Мембрани ендоплазматичного ретикулума виділяли за методом Komoth, Narayn [398] у модифікації [183]. До постмітохондріальної фракції додавали 1 М СаСl2, центрифугували при 10000 g протягом 10 хвилин. До осаду мікросом додавали 0,15 М КСl й центрифугували 10 хвилин при 10000 g. Осад суспендірували в  середовищі, що містило 125 мМ КСl, 20 мМ трис-НСl буфер (рН 7,4). Концентрація білка в суспензії становила 15-20 мг/мл. Визначення швидкості споживання кисню суспензією мікросом проводили за допомогою закритого платинового кисневого електроду Кларка полярографічним методом  [238]. Швидкість окислення НАДФН2 визначали флюориметрично,  вимірюючи швидкість зниження флюоресценції при окисленні в інкубаційній суміші, що містила 100 мМ трис-НСl буфер (рН 7,4) і близько 3 мг білка мікросом. Реакцію починали додаванням НАДФН2 до концентрації 33 мкМ. Реєстрацію флюоресценції проводили на спектрофлюориметрі при 30(С при довжині збудження 366 нм, довжині флюоресценції – 420 нм.  Визначення активності оксидоредуктаз проводили у присутності акцептора електронів цитохрому с [238] шляхом вимірювання зміни поглинання акцептора електронів при переході з окисленої форми на відновлену. Інкубаційна суміш для визначення активності НАД(Ф)Н-цитохром с-редуктази містила 100 мкМ НАДФН (НАДН), 50 мкМ цитохром с, 330 мкМ NaCN, 100 мМ трис-НСl буфер (рН 7,4), 40 мкг білка мікросом при використанні як субстрату НАДФН і 15 мкг - як субстрату НАДН. Вимірювання швидкості відновлення цитохрому с проводили на двопроменевому спектрофотометрі «Specord UV VIS» при 30(С при довжині хвилі 550 нм. Активність оксидоредуктаз розраховували за допомогою коефіцієнта молярної екстинкції цитохрому с, що складав 18,5(103 см-1М-1 [238]. Вміст цитохромів b5 та Р-450 у суспензії мікросом визначали методом диференційної спектрофотометрії [238]. При визначенні цитохрому b5 враховували різницю в поглинанні окисленої та відновленої форми гемопротеїнів. При визначенні цитохрому Р-450 вимірювали величину поглинання комплексу відновленого цитохрому Р-450 з монооксидом вуглецю при довжині хвилі 450 нм. Вміст цитохромів визначали за допомогою двопроменевого реєструючого спектрофотометра «Specord UV VIS». Для визначення швидкості реакції окислювального деметилювання, субстратом якої був р-нітроанізол, суспензію мікросом додавали у середовище інкубації, ініціюючи її внесенням НАДФН. Зупиняли реакцію додаванням розчину трихлороцтової кислоти. Реакційну суміш обробляли лугами, зсаджували білок центрифугуванням і спектрофотометрично визначали р-нітрофенол при довжині хвилі 436 нм на спектрофотометрі СФ-46. 

Оцінку проникності мембран еритроцитів проводили методом потенціометричного визначення вмісту К+ за допомогою скляного іоноселективного електроду 2407К+ [253]. До середовища інкубації (0,15 М сахароза, 2,5 мМ MgCI2, 5 мМ трис-HCI буфер, рН 7,4), додавали суспензію мембран еритроцитів,  реєстрували концентрацію калію у позаклітинному середовищі протягом 1-2 хвилин. До проб додавали також валіноміцин (0,1 нМ/мг білка) і вимірювали вміст К+ у позаклітинному середовищі.
Оцінку плинності мембран лімфоцитів та еритроцитів проводили методом латеральної дифузії гідрофобного флуоресцентного зонду пірену [253], що ґрунтується на утворенні  активних димерів пірену у ліпідному оточенні (ексимерів) [93]. Інкубацію суспензії клітин з піреном проводили при 25ºС протягом хвилини. Флюоресценцію пірену вимірювали на спектрофлюориметрі «Hitachi MPF-4A»: плинність ліпідного бішару при довжині хвилі збудження 334 нм, довжині хвилі мономерів – 393 нм, довжині хвилі ексимерів – 470 нм; плинність білок-ліпідних контактів відповідно при 286/393/470 нм. Оцінювали стан плинності мембран за коефіцієнтом ексимерізації пірену (співвідношення інтенсивності флюоресценції ексимерів до інтенсивності флюоресценції мономерів). Виділення мембран лімфоцитів проводили шляхом розділення у двохфазній системі декстран-поліетиленгліколь. Для цього змішували та струшували 30% декстран, 24% поліетиленгліколь (6000), 50мМ фосфатний буфер (рН 7,8). Суміш залишали на добу при 4ºС, потім відбирали верхню та нижню фази. Лімфоцити руйнували трьохкратним заморожуванням-розморожуванням та обробленням 0,2% тритоном Х-100. До пробірок  вносили нижню фазу, на неї послідовно нашаровували верхню фазу та зруйновані лімфоцити. Центрифугували при 3000 об/хв. протягом 30 хвилин. Кільце мембран лімфоцитів знимали після центрифугування з розділу фаз. 

Вміст глутамату, аспартату, гліцину у депротеїнізованому гомогенаті головного мозку щурів, орнітину, таурину – у сироватці крові визначали методом рідинної хроматографії на автоматичному аналізаторі ААА-339 (Чехія) [429]. Для проведення калібрувальних тестів, а також  кількісної оцінки хроматограм використовували промислові стандартні розчини амінокислот виробництва фірми «Lachema». Для визначення цим методом вмісту вільних амінокислот у плазмі крові, останню після відділення еритроцитарної маси депротеїнізували додаванням сульфосаліцилової кислоти у співвідношенні 10:1 з наступним центрифугуванням при 2000 об/хв протягом 20 хвилин. Отриману надосадову рідину наносили на пробовідбірник аналізатора. Вміст γ-аміномасляної кислоти (ГАМК) у плазмі крові визначали після хроматографічного виділення на колонках з катіонообмінною  смолою  Dowex 50Wx4, (200-400) mesh [369]. 

 Вміст пірувату, креатиніну, загального білка, альбуміну, сечовини у сироватці крові визначали за наборами реактивів фірми «Cone Lab» (Фінляндія) та «Roche» (Швеція) на біохімічному автоматичному поліаналізаторі «Cobas mira» фірми «Хофман Лярош» (Австрія-Швейцарія).
Тканинний екстракт печінки для визначення вмісту аденілових нуклеотидів готували наступним чином: за умов постійного охолодження шматочки тканини зважували, розтирали у попередньо охолодженій фарфоровій ступці,   кількісно переносили у 6% розчин хлорної кислоти для екстракціі кислоторозчинних речовин (співвідношення наважки тканини і хлорної кислоти становило 1:4). Отриманий екстракт гомогенізували в охолодженому скляному гомогенізаторі, гомогенат переносили у центрифужні пробірки. Проби центрифугували при 0-4ºС протягом 15 хвилин при 3000 об/хв. Осад промивали з розрахунку кінцевого розведення тканини 1:5, знов центрифугували. Безбілковий екстракт тканини нейтралізували 5 М К2СО3; через 30 хвилин залишок перхлорату калію видаляли центрифугуванням. У надосадовій фракції оцінювали рівень аденілових нуклеотидів.  
Вміст АТФ у тканині печінки визначали за методом Beutler [362]. АТФ у присутності гексокінази та іонів магнію фосфорилює глюкозу з утворенням глюкозо-6-фосфату. Останній за дії глюкозо-6-фосфатдегідрогенази окислюється за допомогою НАДФ, причому кількість АТФ, що прореагувала, еквімолярна кількості  утвореного НАДФН, за зміною рівня якого можна судити про АТФ. НАДФН, що утворюється в результаті хімічної реакції, збільшує оптичну щільність проби, визначення якої проводили на спектрофотометрі при довжині хвилі 340 нм. Реакційне середовище містило трис-НСI буфер (рН 7,5), розчини MgCI2, НАДФ, глюкози, тканинного екстракту та глюкозо-6-фосфатдегідрогеназу. Вимірювали первинну оптичну щільність Е1, потім через 5 хвилин та повторно через 1-2 хвилини до постійної величини. Додавали суспензію гексокінази та вимірювали зміну оптичної щільності Е2 до постійної величини. До контрольної проби замість тканинного екстракту додавали дистильовану воду та вимірювали оптичну щільність Е3. Вміст АТФ розраховували за формулою: С=Е·V·K/6,22, де Е=(Е1-Е2)-Е3; С – кількість АТФ у 1 мкмоль на 1 г тканини; V – кінцевий об’єм проби; К – фактор розведення проби по відношенню до 1 г тканини; 6,22 – коефіцієнт екстинкції відновленої форми піридинових нуклеотидів при 340 нм.
Вміст АДФ і АМФ у тканині печінки визначали в одній пробі за методом Joworek D. et al. [394, 395]. АМФ за присутності АТФ фосфорилюється міокіназою з утворенням АДФ; останній фосфорилюється піруваткіназою за рахунок фосфоенолпірувату, який перетворюється на піруват. Концентрацію пірувату можна вимірювати в індикаторній реакції з НАДН та лактатдегідрогеназою (ЛДГ). За умов, що рівновага у всіх реакціях зсунута вправо, це дозволяє прореагувати всьому АМФ. Реакційне середовище містило триетаноламіновий буфер (рН 7,55), розчин фосфоенолпірувату, НАД, тканинний екстракт та суспензію ЛДГ. Через 1 та 5 хвилин при 340 нм вимірювали оптичну щільність Е1; додавали суспензію піруваткінази та знов вимірювали оптичну щільність до постійного значення Е2. Зниження екстинкції Е1-Е2 пропорційно кількості АДФ в пробі. Після цього до реакційного середовища додавали суспензію міокінази, через 25 хвилин знов вимірювали оптичну щільність Е3; зниження екстинкції при цьому відбувається за рахунок кількісного перетворення АМФ. ЕАДФ і ЕАМФ з урахуванням холостої проби використовували для розрахунку вмісту АДФ і АМФ у тканині печінки. 
Активність дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів вивчали полярографічним методом [268].  Визначали основні параметри за Чансом [370]. Функціональний стан I та II комплексів оцінювали у присутності специфічних субстратів та інгібіторів за параметрами: 1) стан V4 - високий вміст у середовищі інкубації субстратів I комплексу  – 5 мМ глутамату, 5 мМ малату або субстрату II комплексу – сукцинату при відсутності АДФ; 2) стан V3  - аналогічні умови, що й у випадку V4, але у присутності 200 мкМ АДФ (при цьому фактором, що лімітує швидкість реакції, є саме дихальний ланцюг); 3) стан Vd – аналогічні умови, що й у випадку V4, але у присутності роз’єднувача окислення та фосфорилування 30 мкМ 2,4-динітрофенолу. Мітохондрії виділяли методом диференційного центрифугування [354]. Для цього спочатку тканину печінки гомогенізували у середовищі, що містило 250 мМ сахарозу, 3мМ трис-НСI буфер з 0,5 мМ ЕДТА (рН 7,3). Гомогенат центрифугували при 700 g, отриманий супернатант центрифугували у середовищі, що містило 250 мМ сахарозу, 3мМ трис-НСI буфер (рН 7,3) при 7000 g. Мітохондріальний осад двічі промивали та знов центрифугували.
Вміст   біогенних елементів (натрію, калію, кальцію, магнію, фосфору, цинку, міді, заліза, марганцю) визначали атомно-абсорбційним методом [126]. Для проведення аналізу сироватку крові піддавали попередньому озолінню та екстрагуванню [187], потім екстракт розпиляли у струмі газового пальника. Вміст біогенних елементів реєстрували за ступенем поглинання світла визначеної довжини хвилі шляхом порівняння з еталонними зразками та калібрувальними даними.
Статистичний аналіз отриманих результатів проводили з використанням комп'ютерного пакета прикладних програм для обробки статистичної інформації Statistica 6.1 (StatSoft,Inc., США). Статистичне опрацювання кількісних експериментальних даних починали з перевірки припущення про відповідність розподілу отриманих вибірок закону нормального розподілу за критерієм Шапіро-Вілка.  Кількісні ознаки з нормальним розподілом описували параметричними характеристиками - середнім значенням досліджуваного показника (М) та середнім квадратичним відхиленням (s); у разі відсутності нормального розподілу непараметричними характеристиками – медіаною вибірки (Ме) та інтерквартильним розмахом [значеннями 25-го та 75-го процентилів]. Для порівняння двох нормальних розподілів застосовували t-критерій Стьюдента. Якщо принаймні один з розподілів не був нормальним, то для порівняння незалежних вибірок застосовували ранговий критерій Манна-Вітні. За критичний рівень значущості при перевірці статистичних гіпотез приймали р<0,05.

Застосування перерахованих вище методів сприяло накопиченню фактичного матеріалу, який в сукупності з наявними літературними даними дозволив вирішити поставлені мету та задачі даного дослідження.

РОЗДІЛ 3
 ОСОБЛИВОСТІ ІМУННИХ ПОРУШЕНЬ В ОРГАНІЗМІ ЩУРІВ 

ПРИ ТРИВАЛОМУ ПЕРОРАЛЬНОМУ ВВЕДЕННІ 
ОКСИЕТИЛЬОВАНИХ НОНІЛФЕНОЛІВ ТА ЇХ ПОХІДНИХ

Однією з найбільш чутливих систем у підтримці постійної сталості внутрішнього середовища організму є імунна система, функціонування якої може порушуватися за умов дії хімічних факторів довкілля. За фізіологічних умов імунна відповідь реалізується завдяки збалансованій роботі компонентів неспецифічної резистентності та специфічної імунологічної реактивності організму [134, 149, 195, 216, 321]. Розгортання неадекватних імунних реакцій на надходження чужорідних хімічних сполук розглядають як прояв імунотоксичності, який може характеризуватися порушенням процесів проліферації та диференціювання клітин кісткового мозку, синтезу цитокінів, роботи рецепторного апарату на мембранах імунокомпетентних клітин та іншим [92, 112, 113, 114, 119, 127, 282]. З огляду на вище наведене, вважали доцільним розпочати вивчення патофізіологічних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних зі стану імунного статусу експериментальних тварин.   
3.1. Стан специфічної імунної резистентності організму щурів 

На 45-ту добу перорального введення ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали статистично значуще (р<0,001), по відношенню до контролю, зниження загальної кількості білих клітин крові – лейкоцитів, у тому числі лімфоцитів, особливо у випадку ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5, 6, 10 (у середньому в 3 рази) (табл. 3.1). Таку ж тенденцію, але менш виразну, виявили і при щоденному пероральному введенні речовин у дозі 1/100 ДЛ50. При цьому найбільш сильну дію чинили  ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ10 (знижували в середньому в 2,5 раза; р<0,001), найменш - ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4  (знижували в 1,6 раза; р<0,006) (табл. 3.2). 

                                                                                                                            Таблиця 3.1

Загальна кількість лейкоцитів і лімфоцитів у периферичній крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 
у дозі 1/10 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Речовина
	Лейкоцити, х109/л
	Лімфоцити, х109/л

	ОЕНФ4
	7,21±1,55 р<0,001
	5,4 [4,3; 6,8] р<0,001

	ОЕНФ6
	6,5 [4,0; 7,7] р<0,001
	4,57±1,23 р<0,001

	ОЕНФ8
	6,3 [4,5; 8,9] р<0,001
	4,81±1,33 р<0,001

	ОЕНФ10
	4,95±1,92 р<0,001
	 3,88±1,02 р<0,001

	ОЕНФ12
	5,41±1,35 р<0,001
	4,06±1,20 р<0,001

	КМ-ОЕНФ4
	7,07±1,62 р<0,001
	4,8 [3,8; 6,0] р<0,001

	КМ-ОЕНФ5
	4,46±0,93 р<0,001
	2,9 [2,2; 3,9] р<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	3,56±0,67 р<0,001
	2,5 [1,9; 3,7] р<0,001

	КМ-ОЕНФ10
	4,10±0,96 р<0,001
	3,19±1,12 р<0,001

	Контроль
	11,2±2,08
	7,7 [7,2; 8,2]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Дія ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/1000 ДЛ50 у загальному плані не виявила статистично значущих, порівняно з контролем, відмінностей з боку загального вмісту лейкоцитів і лімфоцитів у периферичній крові щурів. Але у випадку дії цієї дози відмічали незначне, але достовірне, збільшення загальної кількості лейкоцитів для ОЕНФ8 (р=0,015) і зменшення кількості лімфоцитів для ОЕНФ10 (р=0,018), КМ-ОЕНФ5 (р=0,029) (табл. 3.3). 
На тлі виявленого зменшення загальної кількості лейкоцитів і лімфоцитів у периферичній крові щурів відзначали зміни з боку відносного вмісту таких субпопуляцій лімфоцитів, як СD3 (загальна популяція Т-лімфоцитів), СD4 (Т-хелпери/індуктори), СD8 (Т-цитотоксичні лімфоцити/супресори) та СD19 (В-лімфоцити). Так, на 45-добу найбільш токсичні, за попередніми результатами, ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5, 6, 10 у діючій дозі 1/100 ДЛ50 викликали зниження в середньому в 1,3 раза (р<0,009), порівняно з контролем, рівня Т-лімфоцитів (СD3), що відображує дефіцит Т-клітинних механізмів захисту, здійснюючих імунологічний нагляд за антигенним гомеостазом (табл. 3.4). 
                                                                                                          Таблиця 3.2
Загальна кількість лейкоцитів і лімфоцитів у периферичній крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 
у дозі 1/100 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Речовина
	Лейкоцити, х109/л
	Лімфоцити, х109/л

	ОЕНФ4
	9,09±1,57 р=0,004
	6,31±2,04 р=0,015

	ОЕНФ6
	7,39±1,98 р<0,001
	5,63±1,45 р<0,001

	ОЕНФ8
	8,27±1,70 р<0,001
	6,67±1,31 р=0,024

	ОЕНФ10
	6,82±2,02 р<0,001
	5,0 [3,7; 6,8] р<0,001

	ОЕНФ12
	7,46±1,86 р<0,001
	5,06±1,19 р<0,001

	КМ-ОЕНФ4
	8,88±2,21 р=0,006
	6,22±2,25 р=0,02

	КМ-ОЕНФ5
	6,63±2,43 р<0,001
	4,03±1,33 р<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	4,63±1,14 р<0,001
	3,29±0,91 р<0,001

	КМ-ОЕНФ10
	5,69±1,22 р<0,001
	3,98±1,30 р<0,001

	Контроль
	11,2±2,08
	7,7 [7,2; 8,2]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем

З боку імунорегулюючих субпопуляцій Т-лімфоцитів також спостерігали достовірне, відносно контрольної групи тварин, зменшення в середньому в 1,5 раза як Т-хелперів (р<0,001), так і Т-супресорів (р<0,068) (табл. 3.4). За умов тривалої дії КМ-ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/100 ДЛ50 відзначали статистично значуще збільшення (р=0,0045 і р=0,024 відповідно) імунорегуляторного індекса – співвідношення СD4/CD8 – до (2,3±1,21) і (2,2±1,32) ум.од. відносно контролю (1,8±0,93) ум.од. Достовірно значущих відмінностей (р>0,05), при порівнянні з контрольною групою тварин, для імунорегуляторного індекса у випадку дії ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ10 не виявлено. 
                                                                                                         Таблиця 3.3
Загальна кількість лейкоцитів і лімфоцитів у периферичній крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 
у дозі 1/1000 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Речовина
	Лейкоцити, х109/л
	Лімфоцити, х109/л

	ОЕНФ4
	10,9±2,22 р=0,686
	8,12±1,52 р=0,431

	ОЕНФ6
	11,3±2,81 р=0,937
	7,0 [6,5; 8,9] р=0,302

	ОЕНФ8
	13,3±2,24 р=0,015
	7,85±1,73 р=0,836

	ОЕНФ10
	9,41±1,84 р=0,048
	6,2 [5,3; 7,9] р=0,028

	ОЕНФ12
	10,4 [7,7; 13,4] р=0,561
	8,05±1,54 р=0,709

	КМ-ОЕНФ4
	11,6 [9,5; 13,4] р=0,852
	7,9  [6,3; 9,7] р=0,917

	КМ-ОЕНФ5
	9,71±2,41 р=0,078
	6,4  [5,2; 7,7] р=0,029

	КМ-ОЕНФ6 
	10,1±2,97 р=0,244
	6,7 [5,8; 8,2] р=0,120

	КМ-ОЕНФ10
	13,2 [10,5; 14,4] р=0,740
	 9,8  [6,0; 11,4] р=0,431

	Контроль
	11,2±2,08
	7,7 [7,2; 8,2]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
У периферичній крові щурів також спостерігали зниження (р<0,008), при порівнянні з контролем, відносного вмісту СD19-клітин (табл. 3.4). Найсуттєвіша зміна виявлена для дії КМ-ОЕНФ5: рівень СD19-лімфоцитів знижувався майже в 2 рази. Для ОЕНФ10, КМ-ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ10 цей показник зменшувався в середньому в 1,5 раза. 
Основною характеристикою В-лімфоцитів є наявність на їх поверхні рецепторів для розпізнавання антигенів, основу яких складають молекули імуноглобулінів (Ig). Після взаємодії рецептора з антигеном В-лімфоцити диференціюються в плазматичні клітини, які секретують Ig. Порушення функціонування В-лімфоцитів у щурів при тривалій дії досліджуваних хімічних речовин може призвести до зниження антитілоутворення. 
                                                                                                                     Таблиця 3.4
Відносний вміст субпопуляцій лімфоцитів у периферичній крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

у дозі 1/100 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Речовина
	СD3, %
	СD4, %
	СD8, %
	СD19, %

	ОЕНФ10
	49,1±6,56 
p=0,002   
	33,0±5,81

 p<0,001
	19 [12; 24] 
p=0,068
	19,7±4,71 p=0,008

	КМ-ОЕНФ5
	47,1±8,49 
p<0,001
	28 [24; 35] 
p<0,001
	15 [10; 18]
p<0,001
	12 [10; 18] p<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	43 [30; 50] 
p<0,001
	26 [23; 37] 
p<0,001
	12 [9; 17] 
p<0,001
	15,9±5,17 p<0,001

	КМ-ОЕНФ10
	52 [43; 54] 
p=0,009  
	30,5±7,18

p<0,001
	17,1±2,80 
p=0,004
	17 [12; 20] p<0,001

	Контроль
	60,1±10,28
	41,5±4,76
	22,9±6,42
	25,3±6,01


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
На 45-ту добу введення ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали статистично значуще (p<0,001), порівняно з контролем, зменшення вмісту IgА в сироватці крові щурів: для ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5 в середньому в 2 рази, а для КМ-ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ10 – майже в 3 рази (табл. 3.5). Таку ж динаміку змін вмісту IgА відзначали й для дози 1/100 ДЛ50, але менш виразну (зменшення в середньому в 1,5 раза). Доза 1/1000 ДЛ50 виявилася недіючою на рівень цього показника. 
Рівень IgМ у сироватці крові щурів також достовірно значуще (p<0,001), відносно контролю, знижувався на 45-ту добу перорального введення хімічних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 в середньому відповідно в 2,0 і 1,5 раза (табл. 3.6). Найсуттєвіше підвищення вмісту IgМ реєстрували для КМ-ОЕНФ5, найменш – для ОЕНФ10. Слід відзначити, що тривалий вплив КМ-ОЕНФ5 і КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/1000 ДЛ50 також супроводжувався статистично значущим (р=0,003 та р=0,032 відповідно), порівняно з контролем, зниженням вмісту IgМ, тоді як ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ6 у цій дозі не впливали на рівень цього показника (р=0,163 і р=0,087).                                                                                                                                         

                                                                                                           Таблиця 3.5
Вміст імуноглобуліну А у сироватці крові щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних

(г/л; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Речовина
	Доза, ДЛ50

	
	1/10
	1/100
	1/1000

	ОЕНФ10
	0,29±0,06 

p<0,001
	0,39 [0,36; 0,41] 

р<0,001
	0,53 [0,48; 0,55]
 p=0,237

	КМ-ОЕНФ5
	0,22±0,04 

p<0,001
	0,33 [0,29; 0,37] 

p<0,001
	0,51±0,03 

р=0,69 

	КМ-ОЕНФ6 
	0,19 [0,17; 0,20] 

p<0,001
	0,35 [0,28; 0,37] 

p<0,001
	0,49±0,03
 р=0,384

	КМ-ОЕНФ10
	0,18 [0,15; 0,22] 

p<0,001
	0,29±0,04 

p<0,001
	0,46 [0,43; 0,48] 

р=0,019

	Контроль
	0,50±0,05 


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Вміст IgG у сироватці крові щурів на 45-добу дії ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50 також знижувався (p<0,001) при порівнянні з контрольною групою тварин (табл. 3.7). Найсуттєвіше рівень IgG змінювався у випадку дії КМ-ОЕНФ6 (майже в 2 рази), найменш – у випадку ОЕНФ10 (в 1,4 раза). Тривалий вплив ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5, 6, 10 у діючій дозі 1/100 ДЛ50 також супроводжувався  статистично значущим, порівняно з контролем, зниженням рівня IgG у сироватці крові щурів, але менш виразним (в середньому в 1,3 раза; р<0,006), ніж у дозі 1/10 ДЛ50. Досліджувані речовини у дозі 1/1000 ДЛ50 практично не змінювали рівень IgG. 

                                                                                                                                        Таблиця 3.6
Вміст імуноглобуліну М у сироватці крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(г/л; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Речовина
	Доза, ДЛ50

	
	1/10
	1/100
	1/1000

	ОЕНФ10
	0,52±0,09

p<0,001
	0,63±0,07
p<0,001
	0,82±0,06

р=0,163

	КМ-ОЕНФ5
	0,38±0,04

p<0,001
	0,47±0,07
p<0,001
	0,7 [0,69; 0,79]
р=0,003

	КМ-ОЕНФ6 
	0,42 [0,38; 0,44]
p<0,001
	0,52 [0,49; 0,56]
p<0,001
	0,76±0,04
р=0,087

	КМ-ОЕНФ10
	0,46±0,04

p<0,001
	0,56±0,05
p<0,001
	0,83±0,04

р=0,032

	Контроль
	0,81±0,03 


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Тривале пероральне введення щурам досліджуваних речовини призвело до порушень цитокінового профілю сироватки крові (табл. 3.8). Токсифікація тварин ОЕНФ та їх похідними у діючій дозі 1/100 ДЛ50 викликала статистично значуще (р<0,003), по відношенню до контролю, зниження рівня сироваткового інтерлейкіну 1β (ІЛ-1β): у випадку КМ-ОЕНФ5 – майже в 2 рази, КМ-ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ10 – в середньому в 1,8 раза, а ОЕНФ10 – лише в 1,4 раза. На 45-добу в сироватці крові щурів відзначали також зниження рівня ІЛ-2 майже в 2 рази за умов впливу КМ-ОЕНФ5 (р<0,001), в 1,8 раза – КМ-ОЕНФ6 (р<0,001), 1,5 раза – КМ-ОЕНФ10 (р<0,001) та 1,3 раза – ОЕНФ10 (р=0,003). У сироватці крові щурів на 45-ту добу введення речовин у дозі 1/100 ДЛ50 виявили статистично значуще (р<0,001), при порівнянні з контролем, зниження рівня ІЛ-4: у випадку КМ-ОЕНФ5 – в 2 рази, КМ-ОЕНФ6 – в 1,6 раза, ОЕНФ10 – в 1,4 раза, а КМ-ОЕНФ10 - в 1,3 раза. 

                                                                                                                   Таблиця 3.7
Вміст імуноглобуліну G у сироватці крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(г/л; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Речовина
	Доза, ДЛ50

	
	1/10
	1/100
	1/1000

	ОЕНФ10
	3,96±0,62   

p<0,001
	4,53±0,53 

р=0,006
	5,8 [4,9; 6,5]   

р=0,455

	КМ-ОЕНФ5
	2,90±0,53  

p<0,001
	 3,95±0,88
p<0,001
	5,06±0,95 

р=0,283

	КМ-ОЕНФ6 
	 2,6 [2,4; 3,2]
p<0,001
	3,87±0,71 

p<0,001
	5,0 [4,8; 6,4]   

р=0,88

	КМ-ОЕНФ10
	3,26±0,65  

p<0,001
	4,3 [3,6; 5,0] 

р=0,002
	5,41±0,79 

р=0,89

	Контроль
	 5,5±1,05 


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Тривала дія ОЕНФ та їх похідних супроводжувалася зниженням (р<0,0015), порівняно з контролем, у сироватці крові експериментальних тварин вмісту ІЛ-6 в середньому в 1,7 раза. Аналогічно спостерігали тенденцію до статистично значущого (р<0,001), порівняно з контролем, зниження вмісту ІЛ-8. Найсуттєвіше (в середньому в 2,4 раза) це виявилося для тривалої дії ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50. Інші хімічні речовини знижували вміст ІЛ-8 в середньому в 1,7 раза. 
До цитокінів з виразним протизапальним ефектом відноситься ІЛ-10, що продукується Т-клітинами і розглядається як антагоніст ряду інших цитокінів. ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5, 6 у діючій дозі 1/100 ДЛ50 на 45-добу введення статистично значуще (р<0,001), порівняно з контролем, знижували рівень ІЛ-10 в середньому в 2 рази. Для КМ-ОЕНФ10 зменшення (р<0,0013) вмісту  ІЛ-10  менш виразне, лише в 1,3 раза. Такі зміни вказують на порушення функціонального стану захисних систем.                                                                                                                                                                 

                                                                                                        Таблиця 3.8
Вміст цитокінів у сироватці крові щурів на 45-добу введення 
оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50 
(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показ-

ник
	ОЕНФ10
	КМ-ОЕНФ5
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ10
	Контроль

	ІЛ-1β, нг/л
	40,2

[30,7; 50,5]

p<0,001
	29,3±6,36
p<0,001
	30,3±5,69

p=0,0018
	32,5

[29,0; 46,0]

p<0,001
	56,9±7,05

	ІЛ-2, нг/л
	48,3±8,53

p=0,003
	30,6±6,12
p<0,001
	36,5

[25,8; 40,1]

p<0,001
	43,9

[32,1; 50,0]

p<0,001
	64,7±17,1

	ІЛ-4, нг/л
	29,5

[26,0; 39,4]

p<0,001
	20,3
[17,5; 29,0]

p<0,001
	26,3±8,37

p<0,001
	32,0

[27,9; 39,0]

p<0,001
	40,9 

[39,4;60,3]

	ІЛ-6, нг/л
	24,4±6,04

p<0,001
	18,9
[12,0; 28,5]

p<0,001
	28,9
[19,2; 30,2]

p=0,0015
	23,1±5,88

p<0,001
	39,8

[35,0; 50,6]

	ІЛ-8, нг/л
	31,8±6,58

p<0,001
	20,1

[17,0; 27,0]

p<0,001
	25,1±6,27

p<0,001
	30,5

[28,0; 44,5]

p<0,001
	48,4

[44,0; 59,0]

	ІЛ-10, нг/л
	25,0

[19,3; 31,0]

p<0,001
	20,0

[15,1; 22,5]

p<0,001
	24,7

[17,0; 29,0]

p<0,001
	32,7±7,57

p=0,0013
	43,9±9,66

	ФНП-α, нг/л
	110

[90,6; 119]

p<0,001
	97,8

[80,5; 108]

p<0,001
	85,8±11,8

p=0,0016
	118±9,39

p<0,001
	137
[123; 148]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем                           
У імунометаболічному плані важливе значення мають результати щодо вмісту ФНП-α. У сироватці крові щурів на 45-ту добу перорального введення досліджуваних хімічних речовин вміст цього показника  статистично значуще (р<0,001), при порівнянні з контролем, знижувався в середньому в 1,4 раза. 
Зміни з боку імуноглобулінів та цитокінів можуть слугувати додатковими прогностичними тестами, що характеризують несприятливий вплив ОЕНФ та їх похідних. 

3.2. Вплив на клітинні та гуморальні фактори неспецифічної  імунної резистентності організму щурів 

Оскільки клітини крові безпосередньо беруть участь як у специфічній, так й неспецифічній імунній відповіді, то вважали за необхідне оцінити показники лейкоцитарної формули за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних. 

До популяції імунних клітин, що визначають високу специфічність імунної відповіді, відносяться лімфоцити. У щурів, яким вводили ОЕНФ та їх похідні у дозі 1/10 ДЛ50, на 45-добу спостерігали статистично значуще (p<0,001), порівняно з контролем, зниження їх вмісту (табл. 3.9). Найбільш виразною зміна цього показника була у випадку введення КМ-ОЕНФ10 (майже в 2 рази), КМ-ОЕНФ6 (в 1,7 раза), КМ-ОЕНФ5 і ОЕНФ12 (в середньому в 1,5 раза), а найменш – у випадку КМ-ОЕНФ4, ОЕНФ4, 8, 10 (в середньому в 1,3 раза). 

Аналогічну тенденцію, але менш виразну, виявили й у разі перорального введення речовин у дозі 1/100 ДЛ50 (табл. 3.10). У даному випадку найбільш токсичними були КМ-ОЕНФ5, 6, 10 і ОЕНФ12: вміст лімфоцитів, порівняно з контрольною групою, зменшувався в середньому в 1,3 раза. Виявлена лімфоцитопенія свідчить про розвиток імунодефіцитного стану в організмі щурів за умов тривалого впливу хімічних речовин.                                                                                                
Основним критерієм наявності інтоксикації в організмі є нейтрофільна ланка. На 45-добу дії хімічних речовин у дозі 1/10 ДЛ50 статистично достовірне, по відношенню до контролю, збільшення вмісту паличкоядерних нейтрофілів визначили лише для ОЕНФ4 (в 1,5 раза, p<0,001) і ОЕНФ8 (в 1,2 раза, р=0,036), тоді як для ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ10 спостерігали, навпаки, їх зниження (p<0,001) майже в 2 рази (табл. 3.9).
                                                                                                          Таблиця 3.9
Показники  лейкоцитарної формули у щурів на 45-ту добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	 Речовина
	Нейтрофіли, %
	Лімфоцити, %
	Моноцити,
%
	Еозинофіли,
%

	
	паличко-ядерні
	сегменто-ядерні
	
	
	

	ОЕНФ4
	6,13±1,36

p<0,001
	32,1±3,39

p<0,001
	51,9±3,28

p<0,001
	6,27±1,22
p<0,001
	3 [2; 3]
р=0,01

	ОЕНФ6
	4,93±1,33

р=0,06
	39 [37; 44]
p<0,001
	50 [43; 56]
p<0,001
	4,87±1,30
p=0,037
	1,93±0,62
р=0,59

	ОЕНФ8
	5 [4; 7]
р=0,036
	35,1±4,22

p<0,001
	53 [50; 63]
p<0,001
	2,87±1,28
р=0,11
	2,07±0,80
р=0,46

	ОЕНФ10
	3,5 [3; 5]
p=0,65
	37,6±4,17

p<0,001
	52,3±4,45

p<0,001
	3,47±1,25
p=0,61
	2 [2; 3]

р=0,2

	ОЕНФ12
	2 [1; 3]
p<0,001
	43,2±4,66

p<0,001
	47,3±4,73

p<0,001
	4,87±1,36
p=0,04
	2,93±1,39
р=0,03

	КМ-ОЕНФ4
	3 [3; 4]
р=0,17
	33,3±6,11

p<0,001
	56 [49; 64]
p<0,001
	4,13±1,51
p=0,48
	2,73±1,03
р=0,03

	КМ-ОЕНФ5
	4,40±1,24

р=0,44
	46,3±5,35

p<0,001
	48 [42; 50]
p<0,001
	3 [2; 3]
p=0,11
	3 [2; 4]

p<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	3,40±1,12

р=0,11
	45 [40; 52]
p<0,001
	40 [37; 44]
p<0,001
	4,60±1,24

p=0,11
	3,67±1,23
p<0,001

	КМ-ОЕНФ10
	2 [1; 2 ]
p<0,001
	50 [45; 54]
p<0,001
	38,9±4,24

p<0,001
	6,47±1,19

p<0,001
	1 [1; 2]

р=0,26

	Контроль
	4,07±1,11
	23 [17; 25]
	69,5±5,41
	3,73±1,53
	2 [1; 3]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
У випадку дози 1/100 ДЛ50 спостерігали зменшення (p<0,001), порівняно з контролем, концентрації  паличкоядерних нейтрофілів для ОЕНФ4 і ОЕНФ12 в середньому в 1,4 раза, а для ОЕНФ10 – незначне, але статистично значуще (р=0,01), збільшення в 1,3 раза (табл. 3.10). Дія інших хімічних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 не викликала змін з боку паличкоядерних нейтрофілів. Слід зазначити, що всі досліджувані речовини у дозі 1/10 ДЛ50 призводили на 45-добу дії до статистично достовірного (p<0,001), по відношенню до контролю, підвищення вмісту сегментоядерних нейтрофілів. Найбільш токсичними при цьому були КМ-ОЕНФ5, 6 і ОЕНФ12 (збільшували в середньому в 2 рази), а найменш – ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4 (в 1,4 раза). Для дози 1/100 ДЛ50 ця тенденція зберігалася, особливо для КМ-ОЕНФ10 (в 1,6 раза),  КМ-ОЕНФ5, 6 і ОЕНФ6, 10, 12 (в середньому в 1,3 раза). 

Спостережуване підвищення нейтрофілів ймовірно свідчить про наявність інтоксикації організму щурів, а їх зниження, можливо, відбувається за рахунок пригнічення процесів кровотворення або внаслідок виснаження організму на тлі тривалої інтоксикації речовинами. 

Поряд з нейтрофілами найбільш філогенетично старим елементом клітинного імунітету є моноцити (макрофаги різних типів). Досліджувані хімічні речовини у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 у цілому не впливали на вміст цього показника (табл. 3.9, 3.10). На 45-добу спостереження лише для КМ-ОЕНФ10, ОЕНФ4, 6, 12 у дозі 1/10 ДЛ50 і для ОЕНФ12, КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 виявлено статистично значуще (р<0,05), порівняно з контролем, підвищення їх вмісту, але при цьому останній знаходився також у межах фізіологічної норми. Виявлена тенденція до деякого підвищення моноцитів можна розглядати як захисну реакцію організму щурів на тривале надходження ОЕНФ та їх похідних. 
За умов тривалого впливу всіх досліджуваних хімічних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 вміст еозинофілів знаходився у межах фізіологічної норми (табл. 3.9, 3.10). Але при цьому спостерігали, порівняно з контролем, тенденцію до збільшення їх концентрації у випадку дії КМ-ОЕНФ4 (р=0,003), КМ-ОЕНФ5, 6 (р<0,001),  ОЕНФ4 (р=0,01), ОЕНФ12 (р=0,03) у дозі 1/10 ДЛ50 і КМ-ОЕНФ5 (р<0,001), КМ-ОЕНФ6 (р=0,002), КМ-ОЕНФ10 (р=0,026), ОЕНФ12 (р<0,001) у дозі 1/100 ДЛ50.  

                                                                                                       Таблиця 3.10
Показники  лейкоцитарної формули у щурів на 45-ту добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	 Речовина
	Нейтрофіли, %
	Лімфоцити, %
	Моноцити, %
	Еозинофіли, %

	
	паличко-ядерні
	сегменто-ядерні
	
	
	

	ОЕНФ4
	3,13±1,19
р=0,03
	28,9±7,74

р=0,01
	62,9±7,55
p<0,001
	3 [3; 4]

р=0,76
	1,73±0,88
р=0,73

	ОЕНФ6
	3,47±1,46
р=0,21
	29,8±7,33
p<0,001
	59 [58; 65]

p<0,001
	4,00±1,07
р=0,58
	1,93±0,80
р=0,84

	ОЕНФ8
	4,82±1,42
р=0,09
	30,6±7,32

p<0,001
	60,3±6,40
p<0,001
	4 [3; 5]

р=0,72
	2,00±1,07
р=0,73

	ОЕНФ10
	5,33±1,40
р=0,01
	29,2±8,71

p<0,001
	58 [52; 65]

p<0,001
	4,27±1,39
р=0,33
	1,53±0,74
р=0,31

	ОЕНФ12
	2,73±1,10
p<0,001
	32,5±7,04

p<0,001
	56,4±6,23
p<0,001
	5,93±1,67
p<0,001
	3,20±1,01
р=0,001

	КМ-ОЕНФ4
	4,13±1,13
р=0,87
	30,4±7,63

p<0,001
	60 [55; 61]

p<0,001
	3,67±1,05
р=0,89
	1,20±1,01
р=0,08

	КМ-ОЕНФ5
	4,60±1,55
р=0,29
	31 [26; 42]
p<0,001
	55,1±5,64
p<0,001
	4,80±1,74
р=0,09
	3,60±1,24
p<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	5 [4; 7]
р=0,24
	31,1±7,16

p<0,001
	52,1±4,93
p<0,001
	5,33±1,50
р=0,07
	3,13±1,06
р=0,002

	КМ-ОЕНФ10
	3,73±1,33

р=0,46
	36 [27; 40]
p<0,001
	57,5±8,18
p<0,001
	5,40±1,48
р=0,05
	2,73±1,03
р=0,026

	Контроль
	4,07±1,11
	23 [17; 25]
	69,5±5,41
	3,7±1,53
	2 [1; 3]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
На даний час найбільшу практичну розповсюдженість отримали методи оцінки фізіологічної активності нейтрофілів, що ґрунтуються на визначенні активності фагоцитозу. Останній розглядається не тільки як інструмент протиінфекційного імунітету, але й як універсальний ефектор гомеостазу, реагуючий на різноманітні сигнали щодо дестабілізації внутрішнього середовища організму. 
Фагоцитарну активність нейтрофілів периферійної крові щурів оцінювали за умов тривалого впливу у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 найбільш токсичних, за попередніми результатами, КМ-ОЕНФ5 і КМ-ОЕНФ6 та найменш токсичних – ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4. Результати свідчили, що ці хімічні речовини на 45-ту добу дії у дозі 1/10 ДЛ50 статистично значуще (р<0,05), порівняно з контролем, знижували цей показник, що підтверджувалося зменшенням фагоцитарного  числа (середньої кількості частинок латексу, поглинених одним фагоцитом), індекса поглинання та перетравлення, абсолютних показників поглинання та перетравлення по відношенню до золотистого стафілококу (штам 209) (табл. 3.11). 
Для дози 1/100 ДЛ50 спостерігали іншу динаміку (табл. 3.12). Натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  КМ-ОЕНФ5 і КМ-ОЕНФ6  статистично достовірно знижували (р<0,001) фагоцитарне число в середньому в 1,2 раза, індекс поглинання – в 1,5 раза, індекс перетравлення в 1,7 раза, абсолютні показники поглинання та перетравлення стафілококів – в 1,5 раза. Для найменш токсичних серед усіх досліджуваних хімічних речовин ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4 відзначали, навпаки, статистично значуще, порівняно з контролем, збільшення фагоцитарної активності нейтрофілів периферійної крові щурів. Про це свідчило зростання фагоцитарного числа в середньому в 1,2 раза, індексів поглинання та перетравлення – відповідно в 1,2 і 1,7 раза, абсолютних показників поглинання та перетравлення стафілококів – відповідно в 1,3 і 1,5 раза, що можна розглядати як захисно-компенсаторну реакцію на тривалий вплив речовин.   
                                                                                                                   Таблиця 3.11
Фагоцитарна активність нейтрофілів у щурів на 45-ту добу введення 

оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

 у дозі 1/10 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	 Речовина
	Фаго-цитарне

число, %
	Індекс 

погли-нання, ум.од.
	Індекс 

перетрав-

лення,

ум.од.
	Поглинання стафіло-

коків на  активний нейтрофіл,

ум.од.
	Перетрав-

лення

стафілококів

на активний  нейтрофіл, ум.од.

	КМ-ОЕНФ5
	60,2±7,15

p<0,001
	3,37±1,05
p<0,001
	0,4 

[0,3; 0,4]

p<0,001
	4,33±0,73
p<0,001
	1,03±0,39
p<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	50,5±10,4
p<0,001
	2,2 
[1,8; 4,1]

р<0,001
	0,31±0,14
p<0,001
	3,9 [3,5; 4,6]

p<0,001
	0,93±0,31
p<0,001

	ОЕНФ4
	69,3 

[59,9; 75,3]
p<0,001
	4,2
[3,0; 5,0]

p=0,001
	0,56±0,15
p<0,001
	6,0 [5,0; 7,0]

p<0,001
	1,22±0,33
p<0,001


	КМ-ОЕНФ4
	72,5

[62,5; 77,4]
p<0,001
	4,8
 [4,2; 5,4]

p=0,009
	0,8 

[0,5; 0,8]

p=0,054
	6,9 [6,0; 7,7]

p=0,009
	1,3 
[1,0; 1,5]

p<0,001

	Контроль
	79,4±4,42
	5,90±1,36
	0,90±0,26
	8,8 [6,7; 10,0]
	1,93±0,46


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Представляло інтерес виявити динаміку змін вмісту білків гострої фази церулоплазміну, гаптоглобіну та фібриногену в крові щурів на 45-ту добу дії найбільш і найменш токсичних хімічних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50. Виявлено, що тривалий вплив КМ-ОЕНФ4, 5, 6, і ОЕНФ4 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжується статистично значущим (р<0,016), порівняно з контролем,  зниженням вмісту гаптоглобіну в середньому майже в 2 рази, церулоплазміну – в 1,7 раза та фібриногену – в 1,5 раза (табл. 3.13).                               

                                                                                                                   Таблиця 3.12
Фагоцитарна активність нейтрофілів у щурів на 45-ту добу введення 

оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

 у дозі 1/100 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Фаго-цитарне

число, %
	Індекс 

погли-нання, ум.од.
	Індекс 

перетрав-

лення, ум.од.
	Поглинання стафіло-

коків на  активний нейтрофіл ум.од.
	Перетрав-

лення

стафілококів

на активний  нейтрофіл ум.од.

	КМ-ОЕНФ5
	69,4±6,83

p<0,001
	4,2 
[3,8; 5,0]

p=0,001
	0,63±0,14
p=0,001
	5,95±0,72
p<0,001
	1,4 
[1,0; 1,5]

p<0,001

	КМ-ОЕНФ6 
	64,7±7,34

p<0,001
	3,69±0,83
p<0,001
	0,55±0,16
p<0,001
	6,43±1,12
p=0,003
	1,3 [0,9; 1,6]

p<0,001

	ОЕНФ4
	92,5±5,09

p<0,001
	6,77±1,08
p=0,06
	1,42±0,47
p<0,001
	10,3±1,19
p=0,016
	2,77±0,56
p<0,001

	КМ-ОЕНФ4
	99,1±8,61

p<0,001
	7,29±0,92
p=0,002
	1,59±0,52
p<0,001
	12,0 
[9,8; 12,5]
p<0,001
	2,55±0,53
p=0,002

	Контроль
	79,4±4,42
	5,90±1,36
	0,90±0,26
	8,8
 [6,7; 10,0]
	1,93±0,46


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Вплив натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  КМ-ОЕНФ5, 6  у дозі 1/100 ДЛ50 призводив на 45-ту добу спостереження також до достовірного зниження вмісту гаптоглобіну (р<0,009) в середньому в 1,5 раза, церулоплазміну (р<0,011) – в 1,4 раза та фібриногену (р<0,01) – в 1,3 раза. Для найменш токсичних ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4 у цій дозі, навпаки, відзначали статистично значуще, порівняно з контролем, підвищення вмісту гаптоглобіну (р<0,039) в 1,3 раза, церулоплазміну (р<0,002) – в 1,5 раза. При цьому вміст фібриногену в плазмі крові щурів за умов дії 1/100 ДЛ50 ОЕНФ4 практично не змінювався (р=0,21) й дорівнював значенням контролю, а КМ-ОЕНФ4 – достовірно збільшувався (р=0,014) в 1,2 раза.                                                                                                             
                                                                                                                 Таблиця 3.13
Вміст білків гострої фази у крові щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Речовина
	Гаптоглобін,

г/л
	Церулоплазмін, мкмоль/л
	Фібриноген, 

г/л

	
	доза, ДЛ50

	
	1/10
	1/100
	1/10
	1/100
	1/10
	1/100

	КМ-ОЕНФ5
	0,15

[0,11;0,18]

p<0,001
	0,19±0,03
p<0,001
	1,00±0,27
p<0,001
	1,5 
[0,9; 1,6]

p=0,011
	1,7 

[1,1; 1,9]

p<0,001
	1,9 

[1,5; 2,0]

p=0,01

	КМ-ОЕНФ6 
	0,11

[0,12;0,21]

p<0,001
	0,21

[0,19;0,25]

p=0,009
	0,81±0,23
p<0,001

	1,23±0,27
p<0,001

	1,35±0,47
p<0,001

	1,71±0,44
p=0,002


	ОЕНФ4
	0,14±0,06
p<0,001
	0,34±0,04
p=0,039
	1,2 

[0,9; 1,6]

p<0,001
	2,5 

[1,9; 2,7]

p=0,002
	1,47±0,52
p<0,001

	2,6 

[2,0; 3,0]

p=0,21

	КМ-ОЕНФ4
	0,20±0,06
p=0,001
	0,37±0,05
p=0,003
	1,5 

[1,1; 1,7]

p=0,016
	2,7 

[1,9; 3,0]

p=0,001
	1,8 

[1,4; 2,0]

p=0,006
	2,95±0,74
p=0,014


	Контроль
	 0,29±0,08
	1,8 [1,5; 2,2]
	2,32±0,56


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Важливим фактором неспецифічної імунної резистентності організму є антибактеріальний фермент – лізоцим. За отриманими результатами його вміст у сироватці крові щурів статистично значуще, порівняно з контрольною групою, знижувався на 45-ту добу дії у дозі 1/10 ДЛ50 натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів КМ-ОЕНФ5 (в 1,8 раза, р<0,001), КМ-ОЕНФ6 (в 1,6 раза, р<0,001),  КМ-ОЕНФ4 (в 1,5 раза, р<0,001) і ОЕНФ4 (в 1,3 раза, р=0,01) (табл. 3.14). При впливі хімічних речовин у дозі 1/100 ДЛ50 відмічали незначне, але достовірне (р≤0,05) зниження вмісту цього показника лише для КМ-ОЕНФ4, 5, 6 в середньому 1,2 раза. Зниження вмісту лізоциму свідчить про пригнічення неспецифічної імунної резистентності організму щурів та зниження антибактеріального захисту.
                                                                                                                  Таблиця 3.14
Вміст лізоциму в сироватці крові щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 

(мг/л, n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Речовина
	Доза, ДЛ50

	
	1/10
	1/100

	КМ-ОЕНФ5
	3,93±1,27; р<0,001
	5,78±1,26; p=0,03

	КМ-ОЕНФ6 
	4,31±0,91; р<0,001
	6,3 [5,0; 7,0]; р=0,05

	ОЕНФ4
	5,41±1,67; p=0,01 
	6,63±1,29; p=0,65

	КМ-ОЕНФ4
	4,84±1,05; p<0,001 
	5,84±1,11; p=0,049

	Контроль
	 7,0 [5,4; 8,2]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Результати проведених досліджень свідчать, що тривалий вплив ОЕНФ та їх похідних, особливо у дозі 1/10 ДЛ50, призводить до виразного виснаження основних факторів неспецифічної імунної резистентності організму щурів.   

 На підставі результатів, наведених у даному розділі роботи, можна зробити наступні висновки.

1. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів за умов тривалого перорального введення щурам у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 справляють імунотоксичний ефект, призводячи до порушення захисної функції імунної системи. Кумуляція змін окремих компартментів імунного захисту за умов тривалого впливу досліджуваних хімічних речовин, ймовірно, реалізується через порушення структурної цілісності та функціональної повноцінності імунної системи в цілому. 

2. Найбільш інтенсивно інгібування клітинного та гуморального ланцюгів імунної системи щурів викликає тривалий вплив хімічних речовин у дозі 1/10 ДЛ50, ніж у дозі 1/100 ДЛ50. Доза 1/1000 ДЛ50 є недіючою на стан імунної системи організму щурів.

3. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на 45-ту добу дії у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 призводять до порушення специфічної  імунної резистент-ності організму щурів, що підтверджується зниженням в крові  відсоткового вмісту Т-лімфоцитів за рахунок Т-хелперів і Т-супресорів, В-лімфоцитів (СD19), імуноглобулінів, інтерлейкінів, фактора некрозу пухлини-альфа. 
3. Тривала токсифікація щурів оксиетильованими нонілфенолами та їх похідними у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликає зміну показників неспецифічної імунної резистентності, що підтверджується порушенням фагоцитарної активності нейтрофілів за рахунок зниження відсотка фагоцитозу, фагоцитарного числа, індекса поглинання та перетравлення  стафілококів, зменшенням вмісту в крові гаптоглобіну, церулоплазміну, фібриногену, лізоциму. При цьому за умов тривалого впливу найменш токсичних серед усіх досліджуваних хімічних речовин – ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, спостерігається деяке збільшення показників фагоцитарної активності нейтрофілів, вмісту гаптоглобіну та церулоплазміну, що дозволяє розглядати це як захисно-компенсаторну реакцію організму щурів.
4. Урахування механізмів імунотоксичної дії оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів є необхідним при виборі засобів профілактики та лікування інтоксикацій в осіб, які контактують з ними в умовах виробництва і довкілля, та розробці методів ранньої діагностики і профілактики професійно та екологічно обумовленої патології.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
Результати даного розділу дослідження опубліковано у наступних фахових виданнях.
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РОЗДІЛ 4
СТАН ПРОЦЕСІВ НЕЙРОГУМОРАЛЬНОЇ РЕГУЛЯЦІЇ У ЩУРІВ ЗА УМОВ ТРИВАЛОГО ВПЛИВУ ОКСИЕТИЛЬОВАНИХ НОНІЛФЕНОЛІВ 
ТА ЇХ ПОХІДНИХ
Вплив хімічних факторів довкілля так чи інакше призводить до певних процесів в організмі, спрямованих на формування адаптивних реакцій та підвищення його резистентності.  Загальновизнано, що забезпечення адаптації здійснюється центральною і вегетативною нервовою системою,  гуморальними факторами [52, 175, 206, 277, 338]. Нейрогуморальна регуляція є формою регуляції процесів в організмі, при якій нервові імпульси та речовини, що переносяться кров'ю і лімфою, виступають як ланки єдиного регуляторного процесу. Підтримка сталості внутрішнього середовища та урівноваження організму із зовнішнім середовищем забезпечується в основному за рахунок нейрогуморальної регуляції, у реалізації якої безпосередню участь приймають біогенні моноаміни, нейроактивні амінокислоти, «адаптивні» гормони (адренокортикотропін, кортизол, трийодтиронін, тироксин та інші). Тому за вмістом останніх, з одного боку, можна об'єктивно судити про загальний стан організму та  функціонування його регуляторних систем, а з іншого - про ступінь виразності пошкоджуючої дії факторів, зокрема, хімічного походження.

4.1. Активність моноамінергічних нейромедіаторних систем

Важливу роль у підтримці сталості внутрішнього середовища та формуванні адаптаційних процесів в організмі відіграють моноамінергічні нейромедіаторні системи. Їх стан на 45-ту добу впливу найбільш токсичних ОЕНФ6, ОЕНФ12, КМ-ОЕНФ6 та найменш токсичного КМ-ОЕНФ4 (виходячи з середньолетальних доз) у головному мозку експериментальних тварин оцінювали за вмістом основних моноамінів - дофаміну, норадреналіну, серотоніну та їх попередників – діоксифенілаланіну (ДОФА) та триптофану.
Результати свідчили про статистично значуще (p<0,001), при порівнянні з контролем, зниження в 1,7 раза рівня ДОФА лише за дії КМ-ОЕНФ6  у дозі 1/10 ДЛ50 (табл. 4.1). Усі інші досліджувані сполуки у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 практично не впливали на рівень цього показника. 
                                                                                                         Таблиця 4.1

Вміст діоксифенілаланіну у головному мозку щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних  
(нмоль/г тканини; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Доза, ДЛ50
	ОЕНФ6
	ОЕНФ12
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ4
	Контроль

	1/10
	11,3±3,35

р=0,58
	9,5 [7,9; 11,3]
р=0,15
	7,29±2,04

p<0,001
	14,6±3,62
p=0,2
	12,5 

[8,8; 15,3]


	1/100
	14,0±4,15
p=0,43


	12,3±4,12 p=0,97
	12,9±3,91
p=0,69
	12,9 

[9,0; 14,2]

p=0,92
	

	1/1000
	13,5±2,34
p=0,32
	11,8 [10,0; 14,6]

p=0,87
	12,5±2,91
p=0,66
	13,1±3,04
p=0,62
	


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Вплив ОЕНФ6, ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувався достовірним (p<0,001), по відношенню до контролю, підвищенням вмісту дофаміну у головному мозку щурів у середньому в 2 рази. При цьому дія найбільш токсичного серед досліджуваних речовин КМ-ОЕНФ6, навпаки, призводила до зменшення (р=0,002) рівня дофаміну майже в 1,4 раза. Тривалий вплив дозою 1/100 ДЛ50 характеризувався статистично значущим (p<0,001), порівняно з контролем, збільшенням рівня дофаміну у головному мозку експериментальних тварин: найбільш виразним це було для КМ-ОЕНФ6 (майже в 3 рази), а найменш - для КМ-ОЕНФ4 (майже в 2 рази) (табл. 4.2).

                                                                                                           Таблиця 4.2
Вміст дофаміну у головному мозку щурів на 45-добу введення 
оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних  
(нмоль/г тканини; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Доза, ДЛ50
	ОЕНФ6
	ОЕНФ12
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ4
	Контроль

	1/10
	12,3±4,46

p=0,001
	13,9

[11,9; 19,0]
p<0,001
	4,49±1,57

p=0,002
	11,3±3,01

p<0,001
	6,3

[5,3; 9,8]


	1/100
	14,6 

[11,9; 18,4]
p<0,001
	16,9±5,02

p<0,001
	18,2±5,25

p<0,001
	11,8

[9,4; 12,9]
p<0,001
	

	1/1000
	7,0 [5,3; 9,3]
p=0,59
	6,16±1,57

p=0,263
	5,66±1,27

p=0,115
	7,05±1,81

p=0,95
	


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Залежною від дози речовин була й динаміка норадреналіну (табл. 4.3). Так, доза 1/10 ДЛ50 призводила до зменшення (p<0,001) його вмісту в 4,0; 2,1; 1,5 і 1,4 раза відповідно за умов дії КМ-ОЕНФ6, ОЕНФ12, ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ4. Вплив ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, викликав статистично значуще (p<0,001), відносно контролю, зростання у головному мозку щурів рівня норадреналіну, найбільш виразне для КМ-ОЕНФ6 (майже в 3 рази).  

Доза 1/1000 ДЛ50 в усіх випадках не виявила будь-яких статистично достовірних змін з боку рівня ДОФА, дофаміну та норадреналіну. Цю дозу можна вважати недіючою, її використання у подальших експериментах є недоцільним.                                                                                                                         

У головному мозку тварин, яким тривалий час перорально вводили ОЕНФ та їх похідні у дозі 1/10 ДЛ50, спостерігали статистично значуще (р<0,013), порівняно з контролем, зниження вмісту індоламіну – серотоніну: найбільш виразне для КМ-ОЕНФ6 (в 2 рази), найменш – для КМ-ОЕНФ4 (лише в 1,2 раза) (табл. 4.4). 

                                                                                                          Таблиця 4.3
Вміст норадреналіну у головному мозку щурів на 45-добу введення 
оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних  
(нмоль/г тканини; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Доза, ДЛ50
	ОЕНФ6
	ОЕНФ12
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ4
	Контроль

	1/10
	3,11±1,02 

p<0,001
	2,22±0,73

p<0,001
	1,1

[0,5; 1,7]
p<0,001
	3,27±1,01

р=0,001
	4,7

[3,9; 6,8]


	1/100
	9,2

[7,0; 14,8]
p<0,001
	11,0

[8,4; 14,8]
p<0,001
	  14,2

[11,5; 21,0]
p<0,001
	8,08±1,95

p<0,001
	

	1/1000
	5,22±1,14

р=0,62
	4,17±0,69

р=0,101
	5,21±1,02

р=0,301
	4,42±1,30

р=0,32
	


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
При введенні тваринам речовин у дозі 1/100 ДЛ50 відзначали протилежну динаміку змін вмісту серотоніну, а саме  підвищення в середньому в 1,5 раза за умов дії ОЕНФ6 (р<0,005), ОЕНФ12 (р<0,001) та КМ-ОЕНФ4 (р<0,001). Найменш токсичний серед усіх досліджуваних сполук КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/100 ДЛ50 не впливав (р=0,49) на рівень серотоніну у головному мозку щурів.                                                                                                   
Вміст попередника серотоніну – триптофану мав тенденцію до  достовірного зниження, по відношенню до контролю, за дії ОЕНФ6 (р<0,001), ОЕНФ12 (р=0,009)  та КМ-ОЕНФ6 (р<0,001) у дозі 1/10 ДЛ50 відповідно в 1,8; 1,6 та 2,6 раза (табл. 4.4). У випадку дози 1/100 ДЛ50 статистично значуще (р=0,027) зменшення рівня триптофану у головному мозку щурів спостерігали лише за умов тривалого введення ОЕНФ6 (в 1,3 раза). 
                                                                                                         Таблиця 4.4
Вміст серотоніну та його попередника триптофану у головному мозку щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 
(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Речовина
	Серотонін, нмоль/г тканини
	Триптофан, нмоль/г тканини

	
	доза, ДЛ50

	
	1/10
	1/100
	1/10
	1/100

	ОЕНФ6
	5,5 [4,8; 7,0]
p=0,001
	11,0±2,01

p=0,005
	2,8 [2,0; 3,9]
p<0,001
	3,9 [3,0; 4,9]
p=0,027

	ОЕНФ12
	5,2 [4,0; 6,3]
p<0,001
	11,9±1,88

 p<0,001
	3,2 [2,7; 4,6]
p=0,009
	   5,0 [4,5; 5,9]
p=0,8

	КМ-ОЕНФ6
	3,80±1,03

p<0,001
	12,5±1,88

p<0,001
	    2,0 [2,0; 3,1]
p<0,001
	4,13±0,84

p=0,054

	КМ-ОЕНФ4
	6,57±1,34

р=0,013
	9,15±1,99

p=0,49
	4,0 [3,2; 5,3]
p=0,078
	6,0 [5,5; 7,4]
p=0,05

	Контроль
	8,0 [7,1; 10,9]
	5,12±1,45


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
У загальному плані отримані результати свідчать про протилежний вплив ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 на стан моноамінергічних нейромедіаторних систем головного мозку щурів. Деяке зниження моноамінергічної активності є відповіддю організму на тривалий вплив токсичної дози 1/10 ДЛ50; посилення синтезу катехол- й індоламінів у відповідь на тривалий вплив діючої дози 1/100 ДЛ50 скоріше пов’язано з необхідністю їх участі в адаптаційних реакціях організму.

4.2. Стан аміноацидергічних систем головного мозку щурів 
Ураховуючи попередні результати щодо можливості виникнення порушень у головному мозку щурів за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних, представляло інтерес визначити вміст збуджувальних і гальмівних амінокислот саме в цьому органі (табл. 4.5).

                                                                                                          Таблиця 4.5
Вміст нейроактивних амінокислот у головному мозку щурів 
на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	Глутамат,
мкмоль/г тканини
	Аспартат,
мкмоль/г тканини
	Гліцин,
мкмоль/г тканини
	Гама-амінобутират,
мкмоль/г тканини

	ОЕНФ4
	1/10

1/100
	11,0 [8,4; 12,0]
p=0,026

7,19±1,56
p=0,15
	7,29±1,74
p=0,1

5,40±1,26
p=0,062
	1,79±0,36
p=0,05

2,83±0,37
p<0,001
	0,9 [0,7; 1,2]
p=0,025

2,6 [2,0; 3,1]

p<0,001

	ОЕНФ10
	1/10

1/100


	12,2 [9,0; 14,5]
p=0,007
6,9 [4,8; 7,8]

p=0,014
	8,01±1,41
p=0,005

5,4 [4,9; 6,2]
p=0,065
	1,9 [1,5; 2,3]
p=0,205

3,4 [2,9; 4,0]
p<0,001
	0,95±0,28

p=0,002

3,0 [2,2; 3,3]

p<0,001

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	13,2
 [10,4; 15,6]
p<0,001

6,36±1,15
p=0,004
	9,02±1,61
p<0,001

5,2 [4,2; 5,5]

p=0,006
	1,7 
[1,5; 2,0]
p=0,014

3,89±0,73
p<0,001
	0,7 
[0,7; 1,3]
p=0,001

3,5 [2,8; 3,9]
p<0,001

	Контроль
	
	8,17±1,71
	6,0 [5,3; 7,4]
	2,2 [1,7; 2,5]
	1,47±0,53


р – рівень значущості порівняно з контролем
Тривалий вплив ОЕНФ4, ОЕНФ10 та КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувався статистично значущим (р<0,026), порівняно з контролем, підвищенням вмісту глутамату в головному мозку щурів в середньому в 1,5 раза. Дія ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, призводила на 45-ту добу спостереження до достовірного зниження рівня глутамату (р<0,014) в середньому в 1,3 раза. Для найменш токсичного ОЕНФ4 у цій дозі також визначали зменшення концентрації цієї амінокислоти, але воно було недостовірним (р=0,15). 

Що стосується аспартату, то його вміст статистично значуще, порівняно з контрольною групою тварин, підвищувався лише за умов дії КМ-ОЕНФ5 і ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 відповідно в 1,5 і 1,3 раза. Вплив ОЕНФ4 у цій дозі виявився недостовірним (р=0,1). Тривале пероральне введення щурам КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, призвело до незначного, але достовірного (р=0,006) зниження вмісту цього показника в 1,2 раза. Інші речовини у цій дозі практично не впливали на рівень аспартату у головному мозку щурів.  

Залежною від дози речовин була й динаміка змін гальмівних амінокислот – гліцину та гама-амінобутирату. 
Так, на 45-ту добу дії КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/10 ДЛ50 у головному мозку щурів визначали статистично значуще (р=0,014), порівняно з контролем, зниження вмісту гліцину в 1,3 раза. Зниження рівня гліцину спостерігали і за умов тривалого перорального введення ОЕНФ4, 10 (в середньому в 1,2 раза), але воно було недостовірним (р=0,05; р=0,205). Вплив ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, викликав статистично значуще (p<0,001), відносно контролю, зростання рівня гліцину: в 1,8; 1,5 та 1,3 раза відповідно для КМ-ОЕНФ5, ОЕНФ10 та ОЕНФ4. 
Усі досліджувані речовини у дозі 1/10 ДЛ50 зменшували у головному мозку концентрацію гама-амінобутирату: майже в 2 рази у випадку дії КМ-ОЕНФ5 (р=0,001), в 1,6 раза – ОЕНФ10 (р=0,002), в 1,7 раза – ОЕНФ4 (р=0,025). Протилежну динаміку змін спостерігали для дози 1/100 ДЛ50: підвищення (р<0,001) гама-амінобутирату в 2,3; 2,0; 1,7 раза відповідно для КМ-ОЕНФ5, ОЕНФ10 та ОЕНФ4.

 Отримані результати свідчать про суттєві зсуви у системі нейроактивних амінокислот, які залежать від дози ОЕНФ та їх похідних. 

4.3. Динаміка змін вмісту адаптивних гормонів    

У формуванні адаптаційних реакцій у відповідь на дію факторів будь-якого походження вагома участь відводиться  адаптивним гормонам, перш за все, кортикотропіну, кортизолу, адреналіну, тиреотропіну, тироксину, мелатоніну. Вміст останніх визначали у сироватці крові щурів за умов тривалого введення ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50. 
Результати свідчили про збільшення (р<0,001), відносно контрольної групи тварин, рівня кортикотропіну в середньому в 1,8 раза на 45-ту добу впливу ОЕНФ6, 12, КМ-ОЕНФ4, 6 у дозі 1/10 ДЛ50 (табл. 4.6). Приблизно таку ж динаміку змін спостерігали і за дії 1/100 ДЛ50: підвищення рівня кортикотропіну в середньому в 1,7 раза (р<0,017) (табл. 4.7). На цьому тлі відбувалося й підвищення вмісту гормону наднирників кортизолу, наприклад, у випадку дози 1/10 ДЛ50 для найбільш токсичних з досліджуваних речовин ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ6  відповідно в 1,2 (р=0,005) і 1,4 (р<0,001) раза. У випадку дози 1/100 ДЛ50 рівень кортизолу зростав (р<0,006) в 1,9; 1,6; 1,3 і 1,2 раза відповідно для  КМ-ОЕНФ6, ОЕНФ12, ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ4.   
                                                                                                          Таблиця 4.6
Вміст «адаптивних» гормонів у сироватці крові щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

у дозі 1/10 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ12
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ4
	Контроль

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Кортико-тропін, нмоль/л
	1125±
299

p<0,001
	   1079

[775; 1221]
p<0,001
	   1108

[986; 1295]
p<0,001
	969±
117

p<0,001
	604

[540; 773]


                                                                                                         Продовж. табл. 4.6
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Корти-зол,

нмоль/л
	  218
[190; 238]
р=0,036
	220±

39,0

р=0,005
	256
[238; 273]
p<0,001
	199

[177; 234]
р=0,068
	182±23,2

	Адре-налін, нмоль/л
	8,3

[6,5; 10,6]
р=0,014
	2,86±1,07  

 p<0,001
	2,97±0,91   

p<0,001 


	9,29±2,36 

р=0,004
	5,01±1,64

	Тирео-тропін, нмоль/л
	21,4

[17,7; 25,6]
р=0,011
	26,3±5,71

p<0,001
	29,1

[25,0; 33,5]
p<0,001
	23,2

[18,5; 30,8]
р=0,3
	17,7±4,64

	Тирок-син, нмоль/л
	  71,1±19,7 

p<0,001
	51,4±12,7

p<0,001
	 43,7±11,8 

p<0,001
	 84,5±17,8 

p<0,001
	97

[72; 110]

	Мелато-нін, нг/л

(на 1800)
	12,3

[9,3; 14,6]
р=0,004
	10,4

[8,4; 13,0]
p<0,001
	9,3

[8,0; 11,4]
p<0,001
	12,5

[10,4; 14,2]
р=0,015
	15,0 

[13,6; 17,8]  




Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем

Для рівня сироваткового адреналіну відмічали статистично значуще підвищення, по відношенню до контролю, у випадку введення ОЕНФ6 і КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/10 ДЛ50 відповідно в 1,7 (р=0,014) і 1,9 (р=0,004) раза. Для ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ6 у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали протилежну динаміку змін вмісту адреналіну: зниження (р<0,001) в середньому в 1,7 раза. На 45-ту добу впливу дози 1/100 ДЛ50 відзначали достовірне збільшення (р<0,001) рівня адреналіну в 1,9 раза для ОЕНФ12, в 1,8 раза для ОЕНФ6 та КМ-ОЕНФ4, в 1,4 раза для КМ-ОЕНФ6.
Зростання рівня адреналіну свідчить, перш за все, про мобілізацію механізмів адаптації та резистентності організму експериментальних тварин у відповідь на тривалий стресовий вплив досліджуваних речовин. У свою чергу, виявлене, як і у випадку кортизолу, зниження рівня адреналіну за умов дії ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ6 у дозі 1/10 ДЛ50 свідчить про напруження адаптаційно-пристосувальних реакцій в організмі щурів.                                                                                                                  
                                                                                                                    Таблиця 4.7
Вміст «адаптивних» гормонів у сироватці крові щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних

у дозі 1/100 ДЛ50 (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ12
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ4
	Контроль

	Кортико-тропін, нмоль/л
	980

[800; 1045]
p<0,001
	1117±

93,1
p<0,001
	   1267

[1122; 1325]

p<0,001
	883

[657; 908]

p=0,017
	604

[540; 773]

	Корти-зол,

нмоль/л
	245 

[205; 290]

p<0,001
	290

[228; 320]

p<0,001
	346±68,0
p<0,001 


	220±32,7
p=0,006
	182±23,2

	Адре-налін, нмоль/л 
	  8,91±1,62   

p<0,001
	9,62±1,99    

p<0,001
	7,0 [5,9; 9,6]  

p<0,001
	  9,02±1,84 

p<0,001
	5,01±1,64

	Тирео-тропін, нмоль/л
	10,8±2,02

p<0,001
	9,45±2,22

p<0,001

	10,9

[9,0; 13,2]
p<0,001
	  11,1±2,42 

p<0,001
	17,7±4,64

	Тирок-син, нмоль/л
	119

[98; 132]

p=0,003
	133

[123; 153]

p<0,001
	  167±
22,5 
p<0,001
	  10,3±
21,6 

p=0,011
	97

[72; 110]

	Мела-тонін, нг/л
	13,5

[10,3; 16,0]
р=0,26
	13,2±2,84

р=0,044
	11,7±2,71    

р=0,003  


	  14,7±3,40 

р=0,44
	15,0 

[13,6; 17,8]  




 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем                                        
У зв’язку з важливою роллю тиреоїдних гормонів при стресорних станах організму було досліджено вміст тиреотропіну та тироксину у сироватці крові щурів при тривалому впливі ОЕНФ та їх похідних. Результати показали, що всі досліджувані речовини, крім КМ-ОЕНФ4, у дозі 1/10 ДЛ50 сприяють статистично значущому (р<0,011), порівняно з контролем, зростанню в середньому в 1,4 раза рівня тиреотропіну. Дія речовин у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, призводила до зниження (р<0,001) вмісту  цього показника в середньому в 1,7 раза. При цьому рівень сироваткового тироксину за дії 1/10 ДЛ50 зазнавав достовірного зниження (р<0,001): найбільш виразного для КМ-ОЕНФ6 (майже в 2 рази), найменш – для КМ-ОЕНФ4 (в 1,2 раза). 

Протилежну динаміку змін по відношенню до тироксину виявили у випадку дії дози 1/100 ДЛ50: КМ-ОЕНФ6, ОЕНФ12, ОЕНФ6 та КМ-ОЕНФ4 статистично значуще, по відношенню до контрольної групи тварин, збільшували рівень цього гормону відповідно в 1,7 (р<0,001);  1,4 (р<0,001); 1,2 (р=0,003) та 1,1  (р=0,011) раза. 
 У групах тварин, яким тривалий час перорально вводили досліджувані ОЕНФ та їх похідні у дозі 1/10 ДЛ50, відзначали статистично значуще, по відношенню до контролю, зниження рівня сироваткового мелатоніну: для КМ-ОЕНФ6 та ОЕНФ12 відповідно в 1,6 та 1,4 раза (р<0,001), для ОЕНФ6 та КМ-ОЕНФ4 – в середньому в 1,2 раза (р=0,004 та р=0,015). Така ж динаміка змін вмісту мелатоніну, але менш виразна, характерна і для дози 1/100 ДЛ50.

У загальному плані зміни вмісту «адаптивних» гормонів при тривалому впливі ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50 свідчать про напружений адаптивний стан організму експериментальних тварин з початковими ознаками виснаження захисно-компенсаторних механізмів, тоді як у дозі 1/100 ДЛ50 - про формування стану організму, спрямованого на збереження більш стабільних параметрів гомеостазу.  

Представляло інтерес дослідити вміст інших гормонів у сироватці крові крові щурів залежно від статі. Так, ОЕНФ6, 10, 12  у діючій дозі 1/100 ДЛ50 на 45-ту добу введення щурам-самцям викликали статистично достовірне (р<0,001), по відношенню до контрольної групи, зниження вмісту інсуліну в середньому в 2 рази, кальцитоніну – в 1,5 раза, соматотропіну – в 1,6 раза, тестостерону – в 1,8 раза (табл. 4.8). 
                                                                                                                     Таблиця 4.8
Вміст гормонів у сироватці крові щурів-самців на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

у дозі 1/100 ДЛ50 (n=15; М±s)
	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Інсулін, мкОД/мл
	23,6±3,63

p<0,001
	25,4±3,22

p<0,001
	21,8±4,13

p<0,001
	48,6±4,96

	Кальцитонін, мкОД/мл
	32,4±3,83

p<0,001
	35,6±2,92

p<0,001
	26,5±4,53

p<0,001
	48,2±3,44

	Глюкагон, нмоль/мл 
	271±3,76 

p<0,001
	268±5,26

p<0,001
	286±5,56

p<0,001
	180±4,39

	Соматотропін, нг/мл
	14,6±2,63

p<0,001
	13,7±2,03

p<0,001
	11,4±1,73

p<0,001
	20,3±2,53

	Тестостерон, мкОД/мл
	0,48±0,05

p<0,001
	0,52±0,04

p<0,001
	0,42±0,05

p<0,001
	0,84±0,04

	Паратирин, мкОД/мл
	35,8±3,13

p<0,001
	43,6±3,16

p<0,001
	48,3±4,03

p<0,001
	13,7±2,93


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем

На тлі таких змін у щурів-самців реєстрували також підвищення (р<0,001) рівня глюкагону в середньому в 1,5 раза та найсуттєвіше паратирину – в 3,1 раза. Підвищення вмісту паратирину при зниженні вмісту кальцитоніну свідчить про глибокі порушення у щурів-самців фосфорно-кальцієвого обміну, що може супроводжуватися структурно-метаболічною дезорганізацією кісткової тканини, а значне збільшення глюкагону, а також й кортикотропіну, дає підставу судити про порушення вуглеводного та інших видів обміну. 

Оцінка тривалої дії ОЕНФ6, 10, 12  у дозі 1/100 ДЛ50 виявила у сироватці крові щурів-самиць зниження (р<0,001), при порівнянні з контрольною групою тварин, вмісту фоллітропіну в середньому в 2,1 раза, пролактину – в 1,4 раза, лютропіну та естрадіолу – в 2,2 раза. Рівень прогестерону при цьому практично не відрізнявся від контролю (табл. 4.9).   
                                                                                                                    Таблиця 4.9
Вміст гормонів у сироватці крові щурів-самиць на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

у дозі 1/100 ДЛ50 (n=15; М±s)
	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Фоллітропін, miv/ml
	14,6±2,80

p<0,001
	13,8±2,78

p<0,001
	11,6±1,76

p<0,001
	28,4±3,33

	Пролактин, miv/ml
	2449±

409

p<0,001
	2236±

355

p<0,001
	2115±

285

p<0,001
	3235±

383



	Лютропін, мкОД/мл 
	2,37±0,29

p<0,001
	2,66±0,43

p<0,001
	2,09±0,39

p<0,001
	5,27±0,56



	Естрадіол, мкОД/мл
	3,54±0,67

p<0,001
	3,84±0,85

p<0,001
	3,15±0,47

p<0,001
	7,78±2,02



	Прогестерон, нмоль/мл
	25,5±4,11

p=0,22
	22,7±4,05

p=0,51
	24,6±4,59

р=0,76
	23,6±3,63




Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Дослідження вмісту статевих гормонів виявило значне інгібування генеративної функції, як у самиць, так й у самців, за умов тривалого введення ОЕНФ.

Спостережувана динаміка змін вмісту гормонів у щурів при їх тривалій токсифікації ОЕНФ та їх похідними дозволяє припустити виникнення розбалансування всіх видів обміну речовин. Для підтвердження цього припущення провели оцінку динаміки змін деяких показників стану білкового та мінерального обміну за умов тривалої дії ОЕНФ у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50.                                                                                                         
На 45-ту добу перорального введення ОЕНФ12 у дозі 1/10 ДЛ50 у плазмі крові спостерігали в середньому в 2 рази зниження (p<0,001), при порівнянні з контрольною групою тварин, рівня гліцину, цистеїну, треоніну, серину, аланіну, метіоніну, ізолейцину, валіну, тирозину, фенілаланіну, лізину, триптофану, лейцину на тлі підвищення (p<0,001) рівня аспартату, аспарагіну, глутамату, глутаміну, аргініну, проліну, оксипроліну, гістидину (табл. 4.10). Вплив ОЕНФ12 у дозі 1/100 ДЛ50 характеризувався аналогічною динамікою змін, але менш виразною (в середньому в 1,3-1,5 раза).  
                                                                                                                   Таблиця 4.10
Вміст амінокислот у плазмі крові щурів на 45-добу введення ОЕНФ12   

(нмоль/мл; n=15; М±s)
	Показник
	Доза, ДЛ50
	Контроль

	
	1/10
	1/100
	

	1
	2
	3
	4

	Гліцин
	20,1±2,75  p<0,001
	29,6±3,80  p<0,001
	43,6±4,48

	Цистеїн
	1,16±0,32  p<0,001
	1,74±0,37  p=0,014
	2,23±0,59

	Треонін
	27,5±3,88  p<0,001
	38,4±2,13  p<0,001
	50,7±6,31

	Серин
	24,3±6,08  p<0,001
	32,6±5,30  p=0,0045
	38,4±5,04

	Аланін
	15,6±3,65  p<0,001
	21,4±2,65  p<0,001
	26,5±3,51

	Аспартат
	8,37±1,48  p<0,001
	5,23±0,72  p<0,001
	3,73±0,93

	Аспарагін
	19,6±3,78  p<0,001
	15,7±2,90  p<0,001
	9,85±2,01

	Глутамат
	31,5±2,76  p<0,001
	23,5±7,06  p<0,001
	15,3±3,52

	Глутамін
	287±5,02  p<0,001
	245±3,23  p=0,0018
	191±5,75

	Аргінін
	38,4±5,82  p<0,001
	32,6±5,20  p=0,0023
	25,3±5,39 

	Пролін
	49,3±4,62  p<0,001
	38,7±4,31  p<0,001
	24,6±4,46

	Гістидин
	17,2±4,92  p<0,001
	14,3±3,11  p<0,001
	9,13±2,15

	Оксипролін
	32,4±4,09  p<0,001
	24,2±4,13  p<0,001
	13,4±2,65


                                                                                            Продовж. табл. 4.10
	1
	2
	3
	4

	Метіонін
	7,35±1,92  p<0,001
	10,52±2,38  p=0,0035
	14,6±3,61

	Ізолейцин
	5,28±1,05  p<0,001
	7,84±1,51  p=0,0011
	11,5±3,31 

	Валін
	14,3±1,74  p<0,001
	22,6±3,49  p<0,001
	38,7±4,99

	Тирозин
	7,25±1,50  p<0,001
	12,3±2,93  p=0,130
	14,2±2,83

	Фенілаланін
	7,95±1,50  p<0,001
	11,3±2,35  p<0,001
	16,3±2,11

	Лізин
	18,6±3,39  p<0,001
	27,5±5,26  p<0,001
	34,8±4,11

	Триптофан
	16,2±2,84  p<0,001
	24,7±4,05  p<0,001
	31,5±4,31

	Лейцин
	12,4±1,34  p<0,001
	17,5±1,75  p=0,0011
	21,6±3,61


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем         

Тривала токсифікація щурів  ОЕНФ12 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликала підвищення (p<0,001), по відношенню до контролю, вмісту у сироватці крові щурів пірувату (продукту, на який перетворюються деякі амінокислоти - аланін, цистеїн, гліцин, треонін, серин) в середньому в 2,9 та 1,9 раза відповідно (табл. 4.11). 
У цей термін спостереження у сироватці крові щурів виявили зниження (p<0,001) рівня продуктів декарбоксилування амінокислот глутамату та цистеїну – γ-амінобутирату та таурину за дії  ОЕНФ12 у дозі 1/10 ДЛ50 в середньому в 2,4 раза, а у дозі 1/100 ДЛ50 – в 1,5 раза.  Тривалий вплив цієї речовини призводив також до зниження рівня орнітину (ключового метаболіту циклу уреогенезу, продукту гідролізу аргініну) в 2,2 і 1,4 раза відповідно при дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50. 
Визначення у сироватці крові основних продуктів азотистого обміну на 45-ту добу введення ОЕНФ12 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 виявило достовірне зниження (p<0,001), по відношенню до контролю, рівня загального білка (в 1,6 і 1,2 раза), креатиніну (в 1,6 і 1,4 раза) на тлі підвищення рівня альбуміну (в середньому в 1,5 раза) та сечовини (в середньому в 1,4 раза) (табл. 4.12).                                                                                                             
                                                                                                         Таблиця 4.11
Вміст деяких метаболітів амінокислот у крові щурів 

на 45-добу введення ОЕНФ12 (n=15; М±s)
	Показник
	Доза, ДЛ50
	Контроль

	
	1/10
	1/100
	

	Піруват, нмоль/мл
	186,4±6,38  p<0,001
	124,6±6,95 
 p<0,001
	64,7±8,41

	γ-Амінобутират,
нмоль/мл
	17,4±1,920  p<0,001
	29,4±5,44  
p<0,001
	41,8±5,08

	Таурин,
нмоль/мл
	14,5±3,90  p<0,001
	21,6±2,83  
p<0,001
	32,7±5,31

	Орнітин,
нмоль/мл
	6,3±1,38  
p<0,001
	9,5±2,05 
 p<0,001
	13,6±1,61


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем

                                                                                                                  Таблиця 4.12
Вміст показників стану білкового обміну у сироватці крові щурів 

на 45-добу введення ОЕНФ12 (n=15; М±s)
	Показник
	Доза, ДЛ50
	Контроль

	
	1/10
	1/100
	

	Загальний білок, г/л
	48,6±6,08  p<0,001
	64,3±6,94  p<0,001
	76,4±2,78

	Креатинін, мкмоль/л
	44,3±6,55  p<0,001
	49,7±3,59  p<0,001
	68,7±5,74

	Сечовина, ммоль/л
	4,1±0,72 
 p=0,017
	5,5±1,20  p<0,001
	3,3±1,01

	Альбумін, г/л
	47,6±5,07  p<0,001
	51,3±4,42  p<0,001
	32,5±5,61


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
За умов підгострого експерименту ОЕНФ, особливо у дозі 1/10 ДЛ50, змінювали вміст біогенних елементів у сироватці крові щурів. Спостерігали зниження вмісту натрію на тлі підвищення вмісту калію, кальцію, магнію, фосфору, заліза, цинку, міді, марганцю (табл. 4.13). 
                                                                                                           Таблиця 4.13
Вміст біогенних елементів у сироватці крові щурів на 45-ту добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/10 ДЛ50 (n=15; М±s)

	Показник
	Контроль
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12

	Калій, ммоль/л 
	3,20±0,61
	5,29±1,16 
p<0,001
	4,83±0,75

p<0,001
	5,62±0,94

p<0,001

	Натрій, ммоль/л
	157±5,26
	131±4,03
p<0,001
	128±4,04
p<0,001
	122±4,22
p<0,001

	Кальцій, ммоль/л
	2,15±0,54
	3,61±0,23

p<0,001
	3,43±0,35

р=0,011
	4,29±0,31

p<0,001

	Магній, ммоль/л
	0,94±0,09
	2,82±0,31

p<0,001
	2,91±0,36
p<0,001
	3,20±0,75

p<0,001

	Фосфор, ммоль/л
	1,91±0,32
	2,19±0,46

р=0,125
	2,50±0,44

р=0,001
	2,74±0,33

p<0,001

	Залізо, мкмоль/л
	22,3±3,13
	44,7±3,88

p<0,001
	35,2±3,67

p<0,001
	46,8±4,25

p<0,001

	Цинк, мкмоль/л
	25,2±3,23
	36,4±3,40

p<0,001
	32,5±3,96

p<0,001
	38,7±5,93

p<0,001

	Мідь, мкмоль/л
	17,4±3,58


	38,5±2,98

p<0,001
	32,9±4,42

p<0,001
	37,6±4,86

p<0,001

	Марганець, мкмоль/л
	14,6±2,59
	27,2±3,65

p<0,001
	25,4±3,31

p<0,001
	31,8±3,89

p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Так, рівень натрію знижувався (p<0,001), по відношенню до контролю, відповідно в середньому в 1,25 раза за дії ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/10 ДЛ50. На тлі зниження вмісту цього елементу підвищення (p<0,001) калію становило в середньому в 1,7 раза, магнію – в 3,2 раза, фосфору – в 1,3 раза, заліза та марганцю – в  1,9 раза, цинку – в 1,4 раза, міді – в 2,1 раза, кальцію – в 1,8 раза. Отже, найбільш високі рівні відзначали для магнію, міді, заліза та марганцю.  
На 45-ту добу дії ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/10 ДЛ50 в еритроцитах  щурів реєстрували зниження (p<0,001), порівняно з контролем, вмісту калію, заліза та марганцю в середньому в 1,5 раза, кальцію та фосфору – в 1,7 раза, магнію – в 1,4 раза, цинку – в 1,3 раза, міді – в 2 рази (табл. 4.14). 
                                                                                                           Таблиця 4.14
Вміст біогенних елементів в еритроцитах щурів на 45-ту добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/10 ДЛ50 (n=15; М±s)

	Показник
	Контроль
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12

	Калій, ммоль/л 
	90,7±7,46
	56,2±3,98

p<0,001 
	61,5±4,58

p<0,001
	53,8±5,11

p<0,001

	Натрій, ммоль/л
	5,57±0,74
	15,3±0,79

p<0,001
	19,6±3,67

p<0,001
	17,8±3,06

p<0,001

	Кальцій, ммоль/л
	0,84±0,05
	0,48±0,05
p<0,001
	0,56±0,06
p<0,001
	0,43±0,05
p<0,001

	Магній, ммоль/л
	3,25±0,40
	2,05±0,23
p<0,001
	2,30±0,35
p<0,001
	2,10±0,44
p<0,001

	Фосфор, ммоль/л
	39,7±4,39
	21,6±2,84

p<0,001
	27,4±3,26

p<0,001
	20,3±2,86

p<0,001

	Залізо, мкмоль/л
	238±3,42
	155±4,24

p<0,001
	170±4,11

p<0,001
	144±4,07

p<0,001

	Цинк, мкмоль/л
	159±6,21
	121±4,34

p<0,001
	137±5,72

p<0,001
	119±3,68

p<0,001

	Мідь, мкмоль/л
	43,4±3,68
	20,2±2,96

p<0,001
	27,4±3,71

p<0,001
	18,3±4,08

p<0,001

	Марганець, мкмоль/л
	17,9±3,01
	11,5±2,33

p<0,001
	15,6±2,98

р=0,85
	10,3±2,08

p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
На цьому тлі в еритроцитах спостерігали статистично достовірне (p<0,001), по відношенню до контролю, підвищення вмісту натрію в середньому в 3 рази за тривалої дії досліджуваних речовин у дозі 1/10 ДЛ50. 

Слід відзначити, що підвищення у сироватці крові рівня біогенних елементів може бути зумовлено, по-перше, порушенням структурно-функціональної організації сполучної тканини та її матриксу, цитоплазматичних мембран клітин, внутрішньоклітинних органел, складних надмолекулярних метаболічних комплексів (енергетичних та синтетичних), активності ферментів та іншим; а по-друге, зниженням процесів, пов’язаних з використанням їх для синтетичних потреб клітинного апарату.
На підставі результатів, наведених у даному розділі роботи, можна зробити наступні висновки.

1. У механізмі тривалої дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 на організм щурів суттєвою ланкою є негативний вплив на процеси нейрогуморальної регуляції, що підтверджується розбалансуванням моноамінергічних та аміноацидергічних нейромедіаторних систем головного мозку,  гормонального профілю сироватки крові, білкового та мінерального обмінів.

2. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на 45-ту добу введення щурам у дозі 1/10 ДЛ50 викликають зниження моноамінергічної активності головного мозку щурів, що підтверджується зменшенням рівня норадреналіну, серотоніну та його попередника триптофану на тлі зростання вмісту дофаміну. За умов тривалого введення речовин у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, відбувається посилення синтезу моноамінів (дофаміну, норадреналіну, серотоніну), що дозволяє розглядати це як захисно-компенсаторну реакцію організму щурів.

3. У патофізіологічних механізмах дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів суттєвою ланкою є порушення аміноацидергічних систем головного мозку щурів. Тривалий вплив речовин у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжується підвищенням вмісту збуджувальних амінокислот (глутамату, аспартату) на тлі зниження гальмівних (гліцину, гама-амінобутирату), що свідчить про виснаження адаптаційних резервів в організмі експериментальних тварин, ймовірно, через реалізацію ексайтотоксичного ефекту глутамату, накопичення продуктів ПОЛ, порушення цілісності мембран та внутрішньоклітинного метаболізму. Тривалий вплив речовин у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, супроводжується зниженням вмісту збуджувальних амінокислот (глутамату, аспартату) на тлі підвищення гальмівних (гліцину, гама-амінобутирату), що свідчить про включення захисно-пристосувальних механізмів в організмі експериментальних тварин.
 4. Тривала токсифікація організму щурів ОЕНФ та їх похідними у дозі 1/10 ДЛ50 викликає зниження вмісту  адреналіну, тироксину, мелатоніну на тлі підвищення рівня кортикотропіну, тиреотропіну, кортизолу, що свідчить про формування напруженого адаптивного стану з початковими ознаками виснаження захисно-компенсаторних механізмів. Тривала дія досліджуваних речовин у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, супроводжується підвищенням вмісту у сироватці крові щурів кортикотропіну, кортизолу, адреналіну, тироксину на тлі зменшення рівня тиреотропіну, мелатоніну, що свідчить про формування стану організму, спрямованого на збереження більш стабільних параметрів гомеостазу.  

5. Тривале пероральне введення щурам ОЕНФ викликає зміну вмісту інших гормонів, що мають свій внесок у формуванні адаптаційно-пристосувальних механізмів. На 45-ту добу введення речовин щурам-самцям у дозі 1/100 ДЛ50 реєструється зниження вмісту інсуліну, кальцитоніну, соматотропіну, тестостерону на тлі підвищення рівня глюкагону, паратирину; щурам-самицям - зниження вмісту фоллітропіну, пролактину, лютропіну, естрадіолу.    
6. Негативний вплив ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на 45-ту добу введення щурам у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 на процеси нейрогуморальної регуляції супроводжується суттєвими порушеннями стану білкового та мінерального обмінів, що підтверджується зміною у крові амінокислотного спектра, вмісту метаболітів амінокислот (підвищення пірувату на тлі зниження рівня γ-амінобутирату, таурину,  орнітину), ключових показників метаболізму білків (зниження рівня загального білка, креатиніну на тлі підвищення рівня альбуміну, сечовини),  вмісту біогенних елементів у сироватці крові (зниження вмісту натрію на тлі підвищення вмісту калію, магнію, кальцію, фосфору, заліза, цинку, міді, марганцю) та еритроцитах (зниження вмісту калію, заліза, марганцю, кальцію, фосфору, магнію, цинку, міді на тлі підвищення рівня натрію).  
7. Урахування механізмів порушення нейрогуморальної регуляції при тривалому впливі ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів є необхідним при виборі засобів профілактики та лікування інтоксикацій в осіб, які контактують з ними в умовах виробництва і довкілля, та розробці методів ранньої діагностики і профілактики професійно та екологічно обумовленої патології.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        
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РОЗДІЛ 5
ВПЛИВ ОКСИЕТИЛЬОВАНИХ НОНІЛФЕНОЛІВ ТА ЇХ ПОХІДНИХ 
НА СТАН ОКИСЛЮВАЛЬНОГО ГОМЕОСТАЗУ 

У ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ТВАРИН

Окислювальний гомеостаз є однією з базових систем підтримки функціонального статусу та стабільності клітинних структур в нормі та при патології. Дослідженнями останніх років доведена важлива роль в регуляції окислювального гомеостазу утворюваних вільних радикалів кисню та систем антиоксидантного захисту [50]. Негативний вплив факторів навколишнього середовища, в тому числі й хімічного походження, у багатьох випадках реалізується через підвищення утворення вільних радикалів [75, 78, 139, 169, 185, 231].  Порушення обміну речовин та енергії, накопичення пошкоджуючих агентів, зокрема, вільних радикалів, прооксидантів, активних форм кисню, які ініціюють пошкодження клітин та призводять до розвитку різного роду патологічних станів, розглядають як оксидативний стрес. Його основу складають, перш за все, процеси ПОЛ, окислювальної модифікації білків. Результати оцінки стану окислювального гомеостазу у біологічних субстратах також є досить об'єктивними показниками активності та особливостей функціонування  регуляторних систем організму, ступеня виразності пошкоджуючої дії факторів довкілля.

5.1. Активність оксидантно-антиоксидантної системи
Стан оксидантно-антиоксидантної системи оцінювали за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 за вмістом продуктів ПОЛ  (дієнових кон’югатів, ТБК-реактантів, шифових основ), окислювальної модифікації білків (карбонільних продуктів), інтенсивністю хемілюмінесценції та фосфоресценції сироватки крові,  активністю ферментів першої лінії антиоксидантного захисту (супероксиддисмутази та каталази).

 На 45-ту добу дії ОЕНФ8, КМ-ОЕНФ4, КМ-ОЕНФ5 та ОЕНФ12 у дозі 1/10 ДЛ50 в сироватці крові щурів спостерігали статистично значуще (р<0,002), порівняно з контролем, підвищення вмісту первинних продуктів ПОЛ - дієнових кон’югатів відповідно в 2; 1,7; 1,5 та 1,3 раза (табл. 5.1). Для дози 1/100 ДЛ50 аналогічну динаміку відзначали лише у випадку дії ОЕНФ8 (підвищення в 1,4 раза; р=0,013) та КМ-ОЕНФ4 (підвищення в 1,3 раза; р=0,008). Для ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/100 ДЛ50 збільшення вмісту дієнових кон’югатів у сироватці крові щурів, по відношенню до контрольної групи тварин, виявилося недостовірним (р=0,16 та р=0,11). 

Для оцінки інтенсивності ПОЛ широко використовують кількісне визначення вторинного продукту ПОЛ - малонового діальдегіду, який реагує з тіобарбітуровою кислотою, утворюючи комплекс активних продуктів (ТБК-реактантів). У сироватці крові щурів на 45-ту добу дії досліджуваних речовин у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали статистично значуще (р<0,002), порівняно з контролем, зростання рівня ТБК-реактантів: в 3 рази для ОЕНФ8, в 2,5 раза для КМ-ОЕНФ4, в 1,8 раза для КМ-ОЕНФ5 та 1,7 раза для ОЕНФ12 (табл. 5.1). Слід підкреслити, що доза 1/100 ДЛ50 по відношенню до сироваткових  ТБК-реактантів виявилася діючою для всіх речовин, окрім ОЕНФ12 (р=0,09). Так, спостерігали статистично значуще, порівняно з контролем, підвищення ТБК-реактантів у разі впливу ОЕНФ5 в 2,2 раза (р<0,001), КМ-ОЕНФ4 в 1,7 раза (р=0,002) та КМ-ОЕНФ5 в 1,6 раза (р=0,009). 

Для кінцевих продуктів ПОЛ – шифових основ – також відмічали статистично значуще, по відношенню до контролю, підвищення для всіх досліджуваних речовин у дозі 1/10 ДЛ50: найбільш виражене для ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 майже в 3 рази (р<0,001), найменш – для ОЕНФ8 (р<0,001) та КМ-ОЕНФ4  (р=0,031) в середньому в 1,5 раза (табл. 5.1). Зміна цього показника за умов впливу дози 1/100 ДЛ50 була достовірною лише для КМ-ОЕНФ5 (р<0,001), ОЕНФ12 (р<0,001) та ОЕНФ8 (р=0,026); збільшення рівня шифових основ при цьому становило відповідно 2,9; 2,2 та 1,1 раза.

                                                                                                         Таблиця 5.1

Вміст продуктів перекисного окислення ліпідів у сироватці крові щурів 
на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	Дієнові кон’югати, мкмоль/л
	ТБК-реактанти, мкмоль/л
	Шифові основи, 

ум.од/мл

	ОЕНФ8
	1/10

1/100
	8,8 [6,7; 9,7]
p<0,001
6,08±2,02
p=0,013
	7,15±1,41
p<0,001
4,99±1,92
p<0,001
	2,7 [2,0; 3,2]
p<0,001
1,81±0,39
p=0,026

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	5,5 [5,2; 7,0]
p=0,002

5,2 [3,7; 5,8]

p=0,16
	4,01±1,25

p=0,002
3,19±1,12
p=0,09
	4,56±1,39

p<0,001
3,53±1,04
p<0,001

	КМ-ОЕНФ4
	1/10

1/100 
	7,2 [5,8; 8,2]
 p<0,001
5,70±1,33
p=0,008
	5,8 [5,0; 7,4]
p<0,001
4,03±1,31
p=0,002
	2,03±0,52

p=0,031
1,59±0,42
p=0,97

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	6,46±1,35

p<0,001
5,17±1,57
p=0,11
	4,16±1,39

p=0,002
3,68±1,23
p=0,009
	4,6 [3,9; 5,9]
p<0,001
  4,57±0,83
p<0,001

	Контроль
	
	4,31±1,19
	  2,3 [1,9; 3,4]
	1,59±0,52


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Інтенсифікація ПОЛ є ключовим ланцюгом у патогенезі стресорного пошкодження органів та тканин. Представляло інтерес дослідити органоспецифічні особливості вільнорадикальних реакцій, зокрема, стрес-реактивність печінки та головного мозку у відношенні ПОЛ за умов тривалого  впливу ОЕНФ та їх похідних. З цією метою для дослідження обрали найбільш токсичні, за попередніми результатами, речовини – ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5. Тривалий вплив останніх у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувався, порівняно з контролем, підвищенням (р<0,001) у гомогенаті печінки вмісту дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів в середньому 2 рази, а найбільш суттєво - кінцевих продуктів ПОЛ - шифових основ в середньому в 2,5 раза (табл. 5.2). 
Доза 1/100 ДЛ50 у печінці щурів чинила аналогічний вплив, але у цьому випадку серед продуктів ПОЛ превалювали дієни та ТБК-реактанти (збільшення становило в середньому в 2 рази), тоді як вміст шифових основ підвищувався, порівняно з контролем, в середньому в 1,5 раза.

У головному мозку щурів на 45-ту добу дії ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 спостерігали статистично значуще, порівняно з контролем, збільшення лише первинних та вторинних продуктів ПОЛ – дієнових кон’югатів в середньому в 2,4 і 1,9 раза відповідно для дози 1/10 і 1/100 ДЛ50, а ТБК- реактантів – в 3,2 і 2,4 раза (табл. 5.2). Вміст шифових основ у головному мозку щурів при тривалому впливу досліджуваних речовин практично не змінювався та дорівнював  значенням контролю.

Для з’ясування динаміки спрямованості процесів ПОЛ в організмі щурів за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних розраховували коефіцієнт співвідношення шифові основи/(ДК+ТБК-реактанти) (табл. 5.3).

Результати показали, що для сироватки крові значення цього коефіцієнта за умов дії у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 найменш токсичних серед досліджуваних речовин – ОЕНФ8 та КМ-ОЕНФ4 – знижувалося (р<0,036), порівняно з контролем, в середньому в 1,5 раза. При тривалому впливі найбільш токсичних ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50, навпаки, значення коефіцієнта достовірно (р<0,001) збільшувалося в середньому в 2 рази.                                         

Для печінки щурів коефіцієнт співвідношення шифові основи/(дієни+ТБК-реактанти) при тривалій дії КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/10 ДЛ50 статистично значуще (р=0,005), по відношенню до контрольної групи тварин, збільшувався в 1,7 раза. 
                                                                                                          Таблиця 5.2

Вміст продуктів перекисного окислення ліпідів у гомогенаті печінки та головного мозку щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	Дієнові кон’югати, нмоль/мг білка
	ТБК-реактанти, нмоль/мг білка
	Шифові основи, 

ум.од/мг ліпідів

	печінка

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	3,8 [2,9; 4,6]
p<0,001

2,97±0,92

p=0,046
	1,3 [0,9; 1,5]
p<0,001
1,0 [0,8; 1,4]
p<0,001
	0,8 [0,5; 1,3]
p<0,001
0,63±0,31
p=0,01

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	3,96±1,13

p<0,001
3,45±0,85
p<0,001
	1,40±0,29

p<0,001
1,3 [0,8; 1,5]
p<0,001
	1,14±0,39
p<0,001
0,7 [0,5; 1,0]
p<0,001

	Контроль
	
	2,0 [1,8; 2,6]
	0,6 [0,55; 0,7]
	0,4 [0,2; 0,5]

	головний мозок

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	17,1±3,12

p<0,001

14,0±4,07
p<0,001
	    2,1 [1,9; 2,5]

p<0,001
1,7 [1,4; 2,5]
p<0,001
	0,25 [0,15; 0,45]
p=0,468

0,2 [0,14; 0,28]
p=0,82

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	18,8±4,67

p<0,001
14,4 [12,8; 17,6]

p<0,001
	2,67±0,55
p<0,001
1,93±0,46
p<0,001
	0,2 [0,15; 0,35]
p=0,32

0,25 [0,21; 0,33] 
p=0,078

	Контроль
	
	7,46±1,86
	   0,75 [0,5; 1,1]
	0,21±0,08


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Для ОЕНФ12 спостерігали аналогічну тенденцію до зростання коефіцієнта, але воно було недостовірним (р=0,06). Порівняння розподілу коефіцієнту у групі тварин, яким вводили речовини у дозі 1/100 ДЛ50, та контролі між собою, не виявило будь-яких статистично значущих відмінностей (р=0,27 та р=0,152).                                                         

                                                                                                          Таблиця 5.3

Коефіцієнт співвідношення шифові основи/(дієни+ТБК-реактанти) 

у сироватці крові, печінці та головному мозку щурів на 45-добу впливу оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(ум.од.; n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	Сироватка крові
	Печінка
	Головний мозок

	ОЕНФ8
	1/10
1/100
	0,17±0,05

p=0,026

0,17±0,03
p=0,016
	-

	-

	ОЕНФ12
	1/10
1/100
	0,46±0,17

p<0,001

0,42 [0,31; 0,50]

p<0,001
	0,18±0,09
p=0,06

0,11 [0,10; 0,24]

p=0,27
	0,012 [0,008; 0,022]

p=0,003

0,014±0,0073

p=0,0015

	КМ-ОЕНФ4
	1/10
1/100
	0,16±0,04

p<0,001

0,17±0,06
p=0,036
	-
	-

	КМ-ОЕНФ5
	1/10
1/100
	0,50±0,15
p<0,001

0,54±0,15

p<0,001
	0,22±0,08
p=0,005

0,18±0,09
p=0,152
	0,011 [0,008; 0,017]

p=0,0015

0,016±0,0046

p=0,003

	Контроль
	
	0,24±0,08
	0,13±0,07
	0,025 [0,019; 0,032]


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
На 45-ту добу дії найбільш токсичних серед досліджуваних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 - ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 - у головному мозку експериментальних тварин відмічали достовірне, порівняно з контролем, зниження значення коефіцієнта в середньому в 2 рази.                                                                                  
У цілому збільшення коефіцієнта співвідношення шифові основи/(дієни+ТБК-реактанти) при тривалій дії ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у сироватці крові та печінці щурів  переконливо свідчить про спрямованість процесів у бік утворення токсичних кінцевих продуктів ПОЛ - шифових основ, а його зменшення при дії ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у головному мозку, ОЕНФ8 та КМ-ОЕНФ4 у сироватці крові – про активацію ПОЛ на рівні утворення первинних і вторинних продуктів.
У підгострому експерименті виявлено підвищення інтенсивності спонтанної та індукованої хемілюмінесценції (СХЛ, ІХЛ) у сироватці крові щурів за дії ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50, що також підтверджує інтенсифікацію вільнорадикальних процесів (табл. 5.4).  
Рівень СХЛ відображує, як правило, інтенсивність вільнорадикального окиснення тканинних ліпідів. Тому за результатами підвищення її рівня в умовах дії на організм щурів ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 можна припустити активацію цього процесу, зокрема, у печінці та головному мозку, де визначали до того ж збільшення продуктів ПОЛ. 

На 45-ту добу введення ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50 найбільш високі рівні  інтенсивності ХЛ спостерігали при індукції люмінолом, найменш – при індукції перекисом водню та хлорним залізом. 

Люмінолзалежна ХЛ дає можливість реєструвати утворення гідроксильного радикалу та супероксидного аніону. Тому отримані результати щодо значного підвищення інтенсивності люмінол-індукованої ХЛ сироватки крові за тривалої дії ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 можуть свідчити про підвищення вмісту гідроксильного радикалу та супероксидного аніону. 

                                                                                                                    Таблиця 5.4

Інтенсивність хемілюмінесценції сироватки крові щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50   

(n=15; М±s)
	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Спонтанна хемілюмінесценція, імп/с
	235±6,68

p<0,001
	220±6,57

p<0,001
	273±7,12

p<0,001
	125±18,4


	Н2О2-індукована хемілюмінесценція, імп/с
	1373±24,9
p<0,001
	1268±39,1
p<0,001
	1426±13,6

p<0,001
	624±26,2



	FeCI3-індукована хемілюмінесценція, імп/с
	1527±6,94

p<0,001
	1620±8,03

p<0,001
	1725±16,1
p<0,001
	584±34,8



	Люмінол-залежна Н2О2-інду-кована хемілюмінесценція, імп/с
	2155±9,39

p<0,001
	1897±21,3
p<0,001
	2257±14,8

p<0,001
	1406±16,9


	Люмінол-залежна FeCI3-індукована хемілюмінес-ценція, імп/с
	2074±0,04

p<0,001
	1785±0,04

p<0,001
	2144±0,04

p<0,001
	1238±0,04




Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Посилення інтенсивності ХЛ надлишком іонів двохвалентного заліза пояснюється розкладенням органічних і неорганічних гідропероксидів з утворенням вільних радикалів і прискоренням вільнорадикального окиснення. Тому отримані результати щодо підвищення інтенсивності ХЛ при додаванні хлорного заліза можуть свідчити про підвищений вміст гідропероксидів у сироватці крові щурів на 45-ту добу введення ОЕНФ6, 10, 12. З іншого боку система Н2О2-індукованої ХЛ дозволяє оцінити ефективність генерації, перш за все, гідроксильного радикалу з пероксиду водню завдяки реакції Фентона (реакція розкладу пероксиду водню з утворенням реакційно здатного гідроксильного радикалу, що протікає у присутності іонів металів перемінної валентності). Тому отримані результати щодо підвищення інтенсивності Н2О2-індукованої ХЛ сироватки крові за тривалої дії ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 підтверджують підвищення вмісту гідроксильного радикалу.

На 45-ту добу впливу ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 виявили активацію процесів окислювальної модифікації білків, що підтверджувалося підвищенням  у сироватці крові вмісту їх карбонільних продуктів - нейтральних альдегід-динітрофенілгідразонів (ДНФГ)  і кетон-ДНФГ (356 і 370 нм), а також основних альдегід-ДНФГ (430 нм) (табл. 5.5). 
                                                                                                          Таблиця 5.5
Вміст карбонільних продуктів (альдегід- та кетондинітрофенілгідразонів) окислення білків сироватки крові щурів на 45-добу введення 
оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних  (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	356 нм,
од. опт. щільності/г білка
	370 нм, 

од. опт. щільності/г білка
	430 нм, 
од. опт. щільності/г білка

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	56,1±6,68 

p<0,001
   40,0 [38,5; 42,3] 
p<0,001
	54,1±5,56 

p<0,001
45,1 [39,5; 47,0]
p<0,001
	7,0 [6,4; 8,8]
 p<0,001
4,7±1,32

p=0,003

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	62,1±6,90 

p<0,001
52,6±6,38 

p<0,001
	50,0 [46,9; 53,8] 

p<0,001
40,0 [36,7; 45,0]
p=0,024
	6,52±2,46 

p<0,001
4,23±1,16

p=0,014

	Контроль
	
	    27,6±8,80
	34,0 [28,7; 42,1]
	3,15±1,16


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Слід підкреслити, що для контрольної групи тварин також характерна наявність ДНФГ, що свідчить про перебіг цих процесів за фізіологічних умов. Крім того, в контрольній групі щурів рівень ДНФГ нейтрального характеру в 9-11 разів перевищував вміст ДНФГ основного характеру, що збігається з даними літератури [235].  Тривалий вплив ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/10 ДЛ50 сприяв статистично значущому (р<0,001), порівняно з контролем, зростанню рівня ДНФГ нейтрального характеру в 1,5-2 рази.  Для дози 1/100 ДЛ50 зберігалася аналогічна, але менш виразна тенденція: вміст нейтральних ДНФГ збільшувався в 1,2-1,9 раза (р<0,024). На цьому тлі спостерігали статистично достовірне зростання рівня альдегід-ДНФГ основного характеру при 430 нм: в середньому в 2 рази при дії 1/10 ДЛ50 (р<0,001) та 1,5 раза при дії 1/100 ДЛ50 (р<0,014).

Суттєві зміни рівня основних альдегід-ДНФГ можуть бути пов’язані з посиленим глікозилуванням білків за умов токсичного стресового стану. Доведено, наприклад, збільшення вмісту продуктів неферментативного  глікозилування білків при оксидативному стресі [407]. У цілому, збільшення у сироватці крові експериментальних тварин рівня окисно-модифікованих білків може свідчити про виснаження резервно-адаптаційних можливостей організму за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних [234]. 

Для оцінки функціональної активності білків сироватки крові досить надійним методичним підходом є фосфоресцентний аналіз. Природними  хромофорами білків є тирозинові та триптофанові залишки амінокислот, які можуть оголюватися за умов втрати компактної високоорганізованої структури білкової молекули. 
На 45-ту добу перорального введення щурам ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50 спостерігали підвищення інтенсивності фосфоресценції сироватки крові (табл. 5.6). Особливо це було виражено, по відношенню до контролю, у довгохвильовій області збудження (434 нм) - в середньому в 1,6 раза та короткохвильовій області (297 нм) - в середньому в 1,2 раза. 
Виявлене підвищення інтенсивності фосфоресценції сироватки крові щурів за умов тривалого впливу ОЕНФ свідчить про розвиток процесу інактивації білкових молекул за рахунок розгортання їх компактних структур, що тісно пов’язано зі структурно-метаболічними змінами в організмі та розвитком тканинної гіпоксії.                                                                                                   

                                                                                                                    Таблиця 5.6

Інтенсивність фосфоресценції сироватки крові щурів 

на 45-добу впливу оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50   

(імп/с; n=15; М±s)
	Довжина хвилі збудження, нм
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	297
	4720±9,02

p<0,001
	4821±7,68

p<0,001
	4916±7,68

p<0,001
	4271±21,9


	313
	3821±5,93

p<0,001
	3798±13,2

p<0,001
	3850±14,9
p<0,001
	3262±13,5


	334
	840±8,23

p<0,001
	831±10,2
p<0,001
	821±8,41

p<0,001
	637±12,0


	365
	2025±7,97

p<0,001
	2039±7,75

p<0,001
	2175±16,4

p<0,001
	1890±8,71



	404
	641±9,90

p<0,001
	671±12,3
p<0,001
	680±13,7

p<0,001
	443±9,14

	434
	930±9,32

p<0,001
	953±8,58

p<0,001
	965±9,40

p<0,001
	605±13,5



 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Для всебічної оцінки стану окислювального гомеостазу у щурів, яким тривалий час вводили ОЕНФ та їх похідні, досліджували активність NO-синтазної окислювальної системи (табл. 5.7). 
Серед  продуктів метаболізму  оксиду  азоту  найбільший відсоток виходу мають нітрити та нітрати. Виявлено, що тривале пероральне введення щурам речовин у діючій дозі 1/100 ДЛ50 супроводжується статистично значущим (р<0,001), при порівнянні з контрольною групою тварин, підвищенням у сироватці крові вмісту нітритів у середньому в 1,3; 1,7 та 1,5 раза відповідно для ОЕНФ6, 10, 12. Аналогічну динаміку змін спостерігали і для вмісту нітратів – в 1,3 раза за дії ОЕНФ6, в 1, 4 раза – за дії ОЕНФ10 та в 1,7 раза – за дії ОЕНФ12.

                                                                                                                    Таблиця 5.7

Стан NO-синтазної окислювальної системи у щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50   
(n=15; М±s)
	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	NO2, мкмоль/л
	19,3±3,18

p<0,001
	24,6±3,46

p<0,001
	21,6±4,25

p<0,001
	14,3±2,52

	NO3, мкмоль/л
	32,8±3,92
p<0,001
	35,3±4,17

p<0,001
	42,5±3,05

p<0,001
	25,6±2,50

	S-нітрозотіол, ммоль/л
	0,39±0,04
p<0,001
	0,42±0,03
p<0,001
	0,55±0,05

p<0,001
	0,27±0,04


	eNOS, 
пмоль/хв·мг білка
	0,88±0,14
p<0,001
	0,86±0,18
p<0,001
	0,89±0,04

p<0,001
	0,52±0,05


	iNOS, 
пмоль/хв·мг білка
	0,47±0,05
p<0,001
	0,53±0,07
p<0,001
	0,62±0,07

p<0,001
	0,22±0,04


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Циркулюючий пул оксиду азоту утворює S-нітрозотіоли, які розглядають як буферну систему, що відіграє важливу роль у його зберіганні та транспортуванні. У плазмі крові щурів на 45-добу дії речовин у дозі 1/100 ДЛ50 відмічали достовірне збільшення (р<0,001), по відношенню до контролю, концентрації S-нітрозотіолу (в 1,4; 1,6 та 2,0 раза відповідно для ОЕНФ6, 10, 12) (табл. 5.7).

Утворення оксиду азоту забезпечує фермент NO-синтаза (NOS). Розрізняють декілька молекулярних форм NOS, локалізованих у різних тканинах: нейрональну (nNOS), індуцибельну або макрофагальну (iNOS), ендотеліальну (еNOS). Усі ізоферменти NOS каталізують утворення оксиду азоту, але кожний з них має свої особливості як у механізмах дії та локалізації, так і у біологічному значенні для організму. Доведено, що оксид азоту, утворений під дією iNOS може виступати як джерело вільних радикалів на доповнення до продуктів ПОЛ, а також фактором окислювальної модифікації білків. Ця ізоформа NOS генерує в багато разів більшу кількість оксиду азоту порівняно з іншими формами. Генерований у даному випадку оксид азоту може чинити цитотоксичну дію, що виявляється в гальмуванні їм окислювального фосфорилювання через блокування переносу електронів дихальними ферментами мітохондрій, а також у зниженні клітинних запасів АТФ і НАД+. 
На 45-ту добу перорального введення щурам ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 спостерігали суттєве зростання (р<0,001) активності іNOS. Так, зміна цього показника за  умов впливу ОЕНФ6 становила в 2,1 раза, ОЕНФ10 - в 2,4 раза, а ОЕНФ12 – майже в 2,8 раза. Такі результати також опосередковано доводять підвищення в організмі експериментальних тварин при тривалій дії ОЕНФ процесів, пов’язаних з перекисним окисленням ліпідів та білків. Слід відзначити, що на тлі виявлених змін, відбувалося й менш виразне підвищення (р<0,001), порівняно з контролем,  активності еNOS в середньому в 1,7 раза (табл. 5.7).                                                                                                         

Для більш повної оцінки стану оксидантно-антиоксидантної системи за умов тривалого впливу на організм тварин ОЕНФ та їх похідних досліджували активність ферментів першої лінії антиоксидантного захисту – супероксиддисмутази (СОД) еритроцитів та каталази крові (табл. 5.8). 
На 45-ту добу перорального введення речовин у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали статистично значуще (р<0,001), по відношенню до контролю, зниження активності СОД: в 2,5; 2,2; 1,7 та 1,5 раза відповідно для КМ-ОЕНФ4, КМ-ОЕНФ5, ОЕНФ12 та ОЕНФ8. У випадку 1/100 ДЛ50 виявили протилежну динаміку змін. Так, ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 викликали статистично значуще (р<0,001), порівняно з контролем, зниження активності еритроцитарної СОД, що можна розглядати як зрив метаболічної адаптації та антиоксидантного захисту в організмі експериментальних тварин. ОЕНФ8 та КМ-ОЕНФ4, навпаки, у дозі 1/100 ДЛ50 призводили до достовірного підвищення активності СОД відповідно в 1,2 (р=0,006) та 1,5 (р<0,001) раза, що можна трактувати як захисно-пристосувальну реакцію організму на тривалий вплив речовин. Тривалий вплив досліджуваних речовин супроводжувався також зниженням активності каталази крові: в середньому в 1,6 раза у випадку дози 1/10 ДЛ50; в 1,4 раза – 1/100 ДЛ50.             
                                                                                                         Таблиця 5.8
Активність супероксиддисмутази еритроцитів та каталази крові щурів 
на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	Супероксиддисмутаза, ммоль/хв(г гемоглобіну
	Каталаза,

 мкмоль/хв∙г гемоглобіну

	ОЕНФ8
	1/10

1/100
	9,90±2,02; p<0,001
20,5 [19,2; 28,4]; p=0,006
	278 [228; 335]; p<0,001
340 [305; 410]; p<0,001

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	7,7 [7,2; 8,2]; p<0,001
11,1±2,10; p<0,001
	379±38,2; p=0,004

367 [330; 476]; p=0,036

	КМ-ОЕНФ4
	1/10

1/100 
	11,2±2,08; p<0,001
25,4±6,81; p=0,001
	355±37,7; p<0,001
406±47,9; p=0,031

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	6,7 [5,5; 8,2]; p<0,001
10,4 [7,7; 13,4]; p<0,001
	256±44,8; p<0,001
316±53,1; p<0,001

	Контроль
	
	17,0±3,98
	488 [390; 505]


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Виявлене зниження активності каталази та СОД є однією з причин розвитку оксидативного стресу, так як дані ферменти відповідальні за видалення первинних активних форм кисню – супероксидних аніон-радикалів і перекису водню.                                                   
Стан антиоксидантних систем та процесів ПОЛ добре відображує антиоксидантно-прооксидантний індекс (АПІ) – співвідношення активності каталази до вмісту ТБК-реактантів (табл. 5.9).                                                                              

                                                                                                         Таблиця 5.9
Антиоксидантно-прооксидантний індекс у щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	Антиоксидантно-прооксидантний індекс, ум.од.

	ОЕНФ8
	1/10

1/100
	42,8±16,9; p<0,001

81,7±36,5;  p<0,001

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	104±36,7; p<0,001

137±52,3; p=0,026

	КМ-ОЕНФ4
	1/10

1/100 
	61,3±15,9; p<0,001

112±41,6; p=0,001

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	69,7 [44,6; 88,9]; p<0,001

96,6±40,7; p<0,001

	Контроль
	
	189±61,5


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
У всіх тварин чітко простежувалося статистично значуще (р<0,026), порівняно з контролем, зниження значення АПІ:  майже в 4,0 і 2,3 раза для ОЕНФ8 відповідно у дозі 1/10 і 1/100 ДЛ50; в 3,0 і 1,7 раза для КМ-ОЕНФ4; в 2,7 і 2,0 раза для  КМ-ОЕНФ5; в 1,8 і 1,4 раза для ОЕНФ12. 

Отримані результати переконливо свідчать про значне напруження функціонування в організмі експериментальних тварин  оксидантно-антиоксидантної системи у бік збільшення продукції активних форм кисню, активації процесів ПОЛ і окислювальної модифікації білків, здатних подолати бар'єр антиоксидантного захисту. Наслідком таких змін є, як правило, суттєві порушення структурно-функціональних властивостей біологічних мембран. Останні визначаються, перш за все, фосфоліпідним складом, який впливає на їхню проникність для різних речовин і продуктів метаболізму, спряженість та послідовність численних ферментативних процесів. Результати свідчили про зміни співвідношення фосфоліпідних фракцій мембран еритроцитів за умов тривалої токсифікації щурів ОЕНФ6, 10, 12 у діючій дозі 1/100 ДЛ50 (табл. 5.10).                          

                                                                                                                 Таблиця 5.10
Вміст фракцій фосфоліпідів у мембранах еритроцитів щурів 

на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50   

(% від загального вмісту фосфоліпідів; n=15; М±s)

	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Фосфатидилетаноламін
	14,7±2,64 p<0,001
	16,2±1,77 p<0,001
	17,6±3,71 p<0,001
	21,3±2,55


	Фосфатидилхолін
	57,3±4,48 p<0,001
	58,7±4,99 p<0,001
	53,4±4,69 p<0,001
	42,1±4,23



	Сфінгомієлін
	9,72±1,61 p<0,001
	8,45±1,59 p<0,001
	8,55±1,92 p<0,001
	14,3±2,21 


	Фосфатидилсерин
	7,03±1,49 p<0,001
	6,81±1,43 p<0,001
	7,35±1,12 p<0,001
	11,8±3,07


	Лізофасфатидил-етаноламін
	3,57±0,35 p<0,001
	3,25±0,54 p<0,001
	4,21±0,57 p<0,001
	1,13±0,21



	Лізофосфатидилхолін
	3,43±0,53 р<0,001
	3,17±0,47 p<0,001
	4,21±0,57 p<0,001
	1,37±0,20


	Фосфатидилінозитол
	0,92±0,13 p<0,001
	1,17±0,36 p<0,001
	-
	6,16±1,90

	Кардіоліпін
	0,97±0,10 p<0,001
	1,18±0,24 p<0,001
	0,88±0,18 p<0,001
	0,51±0,04 



 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Спостерігали підвищення, при порівнянні з контролем, відсотка фосфатидилетаноламіну у мембранах еритроцитів щурів в середньому в 1,4 раза при введенні ОЕНФ6, в 1,3 раза – при введенні ОЕНФ10; в 1,2 раза – при введенні ОЕНФ12 у дозі 1/100 ДЛ50. Відсотковий вміст фосфатидилхоліну та кардіоліпіну також підвищувався на 45-ту добу дії речовин у середньому в 1,4 та 2,0 раза відповідно. При цьому відзначали статистично значуще (р<0,001), по відношенню до контролю, зниження вмісту сфінгомієліну, фосфатидилсерину та фосфатидилінозитолу в 1,6; 1,7 та майже в 6,0 раза відповідно для ОЕНФ6, 10, 12. Окремо слід підкреслити суттєве збільшення відсоткового вмісту лізоформ фосфоліпідів у мембранах еритроцитів щурів - лізофосфатидилхоліну та лізофосфатидилетаноламіну – в 2,4 та 3,3 раза відповідно.  
Оцінку плинності мембран лімфоцитів та еритроцитів щурів за умов тривалої їх токсифікаціїї ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 проводили методом флуоресцентних зондів, використовуючи пірен. Останній бере участь в реакції утворення ексимерів, що лімітується швидкістю дифузії в область жирнокислотних ланцюгів ліпідів. Це дозволяє оцінювати плинність  мембран за співвідношенням ексимер/мономер, яке залежить від гідрофобного об’єму, доступного для зонда, а також від рухливості вуглеводневих ланцюгів ліпідів.   Порушення білок-ліпідних взаємодій у мембранах внаслідок змін доступного для зонда об’єму призводять, як правило, до змін ексимерізації зонда.  

На 45-ту добу перорального введення ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50  спостерігали зниження плинності мембран лімфоцитів та еритроцитів щурів, що підтверджувалося статистично значущим (р<0,001), порівняно з контролем,  зниженням значення коефіцієнта ексимерізації пірену: у зоні білок-ліпідних контактів - у середньому в 2,1 раза, у зоні ліпідного бішару – в 1,9 раза (табл. 5.11). 
Тривалий вплив ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50 супроводжувався також   суттєвим підвищенням проникності мембран еритроцитів щурів. Виявили, по відношенню до контрольної групи тварин, суттєве збільшення швидкості мимовільного виходу іонів калію з еритроцитів, а також індукованого антибіотиком валіноміцином (специфічно зв’язує іони калію та транспортує їх через мембрани завдяки ліпофільній природі) (табл. 5.12). 
                                                                                                                   Таблиця 5.11
Значення коефіцієнта ексимерізації пірену для мембран лімфоцитів та еритроцитів щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50   (470/393 нм; n=15; М±s)

	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Лімфоцити
	 білок-ліпідні контакти, ум.од.
ліпідний бішар, ум.од
	1,83±0,27 p<0,001

1,93±0,23 p<0,001
	1,73±0,21 p<0,001

2,13±0,28 p<0,001
	1,85±0,31 p<0,001

2,05±0,41 p<0,001
	3,74±0,49 
3,59±0,66 

	Еритроцити
	 білок-ліпідні контакти, ум.од.
ліпідний бішар, ум.од.
	1,46±0,19 p<0,001

1,55±0,16 p<0,001
	1,53±0,19 p<0,001

1,43±0,18 p<0,001
	1,32±0,09 p<0,001

1,50±0,21 p<0,001
	2,97±0,31 
2,91±0,37 


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
                                                                                                                   Таблиця 5.12
Швидкість мимовільного та індукованого валіноміцином виходу іонів калію з еритроцитів щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів 
у дозі 1/100 ДЛ50   (n=15; М±s)

	Показник
	ОЕНФ6
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Швидкість мимовільного
виходу, кількість/хв. 
	6,83±1,38 p<0,001
	6,89±1,37 p<0,001
	6,49±2,21 p<0,001
	0,53±0,05 

	Швидкість індукованого
валіноміцином виходу,
кількість/хв
	14,5±1,92 p<0,001
	16,2±1,25 p<0,001
	15,7±1,67 p<0,001
	6,31±0,99

 

	Сумарна кількість іонів калію на млн. еритроцитів
	94,5±5,62 p<0,001
	91,4±4,52 p<0,001
	93,7±2,81 p<0,001
	17,6±1,70


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Сумарна кількість іонів калію із розрахунку на 1 млн еритроцитів за дії ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50 при цьому підвищувалася більш, ніж в 5 разів.                                                                                       
Отже, досліджувані сполуки у дозі 1/100 ДЛ50 здатні викликати суттєві зміни з боку фізико-хімічних властивостей мембран клітин крові, зокрема, перерозподіл вмісту фосфоліпідних мембранних фракцій з наступним порушенням їх плинності та проникності.  Ймовірно, ці зміни зумовлені  виявленою інтенсифікацією процесів перекисного окислення ліпідів і білків, активацією NO-синтазної окислювальної системи на тлі зниження антиоксидантних ресурсів.  
5.2. Активність тіолдисульфідної системи
Тенденція в зміні активності тіолдисульфідної системи у мембранах еритроцитів щурів була однаковою за умов впливу всіх досліджуваних ОЕНФ та їх похідних, як у дозі 1/10 ДЛ50, так й у дозі 1/100 ДЛ50 (табл. 5.13). 
Отримані результати свідчили про статистично значуще (р<0,001), порівняно з контролем, зниження вмісту тіолових груп на 45-ту добу спостереження. Доза 1/10 ДЛ50 при цьому виявилася більш токсичною, ніж 1/100 ДЛ50. Так, КМ-ОЕНФ6, 12, 6, 8 та КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/10 ДЛ50 знижували вміст HS-груп, по відношенню до контролю, відповідно в 2; 1,8; 1,7; 1,5 та 1,2 раза, а у дозі 1/100 ДЛ50 – в 1,8; 1,6; 1,7; 1,3 та 1,1 раза. На тлі цих змін спостерігали статистично значуще (крім дії КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/100 ДЛ50, р=0,299), порівняно з контролем, підвищення кількості дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів експериментальних тварин. Найбільш виразну дію при цьому чинили КМ-ОЕНФ6 та ОЕНФ12: збільшували (р<0,001) у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  майже в 2 рази. Для ОЕНФ6, ОЕНФ8 та КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/10 ДЛ50 збільшення (р≤0,001) рівня -S-S-зв’язків становило відповідно в 1,7; 1,5 та 1,4 раза, а у дозі 1/100 ДЛ50 – в 1,5; 1,2 та 1,1 раза. 
Виявлене підвищення рівня дисульфідних зв’язків на тлі зниження тіолових груп за умов тривалої дії досліджуваних речовин може бути однією з причин перебудови режимів життєдіяльності клітини: інтенсивності метаболізму, зміни ритмів ділення тощо [].    
                                                                                                                   Таблиця 5.13
Вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення 

у білках мембран еритроцитів щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних (n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	НS-групи, нмоль/мг білка
	S-S-зв’язки,

нмоль/мг білка 
	Тіолдисульфідний коефіцієнт 
(НS/-S-S), ум.од.

	ОЕНФ6
	1/10

1/100
	84,5±10,0

p<0,001

76 [68; 89]

p<0,001
	40,1±4,06

p<0,001
37,0 [28,3; 38,4]
p<0,001
	2,12±0,31
p<0,001

2,77±0,58

p<0,001

	ОЕНФ8
	1/10

1/100
	96,1±12,2
p<0,001
110 [95; 119]

p<0,001
	35,9±7,47

p<0,001
29,0 [25,0; 33,2]

p=0,01
	2,6 [2,3; 3,7]

p<0,001

3,72±0,67

p<0,001

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	76 [68; 89]
p<0,001
88 [80; 95]

p<0,001
	46,1 [40,8; 55,1]
p<0,001
56,6±3,65
p<0,001
	1,64±0,34

p<0,001

1,55±0,24

p<0,001

	КМ-ОЕНФ4
	1/10

1/100
	115 [110; 126]
p<0,001
131±6,67
p=0,013
	33,3 [27,0; 36,5]
p=0,001

26,1 [20,2; 30,0]

p=0,299
	3,74±0,63

p<0,001

5,0 [4,2; 6,1]

р=0,071

	КМ-ОЕНФ6
	1/10

1/100
	69,5±9,61

p<0,001
78,7±7,15 p<0,001
	50,8 [49,0; 57,7]
p<0,001
45,6±5,20 p<0,001
	1,3 [1,1; 1,6]

p<0,001

1,75±0,27 p<0,001

	Контроль
	
	140±9,01
	24,2±5,58
	6,03±1,37


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Тестовим якісним показником стану окисно-відновлювальної рівноваги у тіолдисульфідній системі та взагалі адаптаційних резервів організму є тіолдисульфідний коефіцієнт (ТДК) - співвідношення концентрацій тіолових груп та дисульфідних зв’язків. Чим більше величина ТДК, тобто чим більше буферна ємність тіолдисульфідної системи, тим вище рівень резистентності організму [285]. 

У мембранах еритроцитів щурів, яким тривалий час перорально вводили ОЕНФ та їх похідні у дозі 1/10 ДЛ50, спостерігали статистично значуще (р<0,013), порівняно з контролем, зниження ТДК: найбільш виразне для КМ-ОЕНФ6 (в 4,6 раза), найменш – для КМ-ОЕНФ4 (в 1,6 раза) (табл. 5.13). При введенні тваринам речовин у дозі 1/100 ДЛ50 відзначали аналогічну динаміку змін, але менш характерну: зниження в середньому в 3,5 раза за умов дії КМ-ОЕНФ6 (р<0,005) і ОЕНФ12 (р<0,001), в 2 рази – ОЕНФ6 і ОЕНФ8 (р<0,001). Найменш токсичний серед усіх досліджуваних сполук КМ-ОЕНФ4 у дозі 1/100 ДЛ50 також викликав зниження ТДК, але воно було статистично недостовірним (р=0,071). 

Виявлена тенденція до зміни ТДК дозволяє передбачати зниження неспецифічної резистентності організму експериментальних тварин за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних. 
5.3. Стан системи мікросомального окислення 
У процесах біотрансформації ксенобіотиків значна роль відводиться системі мікросомального окислення у гепатоцитах, в якій відбуваються їх детоксикація, елімінація, а у деяких випадках метаболічна активація через послідовний ряд окислювальних реакцій [11, 167, 202, 374, 414]. Окремо слід зазначити, що систему мікросомального окислення розглядають як суттєве джерело утворення АФК [78, 392]. Тому, активація мікросомального окислення може супроводжуватися підвищенням вільнорадикальних реакцій.  Провели оцінку стану мікросомального окислення у гепатоцитах щурів при тривалій їх токсифікації ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 за дихальною активністю мікросом, вмістом цитохромів  Р-450 і b5, активністю оксидоредуктаз.  
На 45-ту добу перорального введення експериментальним тваринам ОЕНФ10, 12 спостерігали підвищення (р<0,001), по відношенню до контролю, показників швидкості мікросомального окислення (табл. 5.14). Так, швидкість споживання кисню мікросомами гепатоцитів щурів збільшувалася в середньому в 2,2 раза, а швидкість окислення НАДФН2 – в 2,1 раза. Швидкість споживання кисню віддзеркалює, перш за все, сумарну дихальну активність мікросом гепатоцитів, включаючи також процеси ПОЛ, а швидкість окислення НАДФН2 – дихальну активність мікросом за участі  ферментних систем. Визначення споживання кисню в умовах, коли перекисне окислення не заблоковане, віддзеркалює не стільки швидкість окислення НАДФН2, скільки швидкість утворення ліпідних перекисів [11]. 

                                                                                                                   Таблиця 5.14
Дихальна активність мікросом гепатоцитів щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50   (n=15; М±s)

	Показник
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Швидкість споживання кисню, 

нмоль О2/хв(мг білка
	3,45±0,68 p<0,001
	3,20±0,74 p<0,001
	1,50±0,32 

	Швидкість окислення НАДФН2,

нмоль НАДФН2/хв(мг білка
	7,10±0,93 p<0,001
	6,54±0,64 p<0,001
	3,20±0,73
 


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Про активацію системи мікросомального окислення у гепатоцитах щурів свідчило також статистично значуще (р<0,001), при порівнянні з  контрольною групою тварин, підвищення вмісту цитохрому Р-450 в середньому в 2,3 раза при дії ОЕНФ10 та в 2,0 раза – при дії ОЕНФ12  (табл. 5.15). Аналогічну динаміку змін реєстрували у випадку цитохрому b5: збільшення вмісту в 2,2 раза за умов впливу ОЕНФ10 та в 1,9 раза – ОЕНФ12.
                                                                                                                  Таблиця 5.15
Вміст цитохромів Р-450 і b5 в суспензії мікросом гепатоцитів щурів 
на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50 
(n=15; М±s)

	Показник
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Цитохром Р-450, 

нмоль/мг білка
	1,94±0,50 p<0,001
	1,72±0,41 p<0,001
	0,86±0,35 

	 Цитохром b5,
нмоль/мг білка
	1,25±0,31 p<0,001
	1,14±0,44 p<0,001
	0,58±0,23
 


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Одержані результати корелювали зі збільшенням деметилазної активності мікросом гепатоцитів тварин. Так, на 45-ту добу перорального введення ОЕНФ10 активність о-деметилази зростала (р<0,001), порівняно з контролем, в 2,5 раза, а ОЕНФ12 – в середньому в 2,2 раза (табл. 5.16).  Досліджувані сполуки також сприяли підвищенню (р<0,001) активності  НАДФН- і НАДН-цитохром с-редуктаз: ОЕНФ10 – в 1,6 раза, а ОЕНФ12 – в 1,4 раза (табл. 5.16). 

                                                                                                                   Таблиця 5.16
Активність мікросомальних ферментів гепатоцитів щурів 
на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50 
(n=15; М±s)

	Показник
	ОЕНФ10
	ОЕНФ12
	Контроль

	Деметилаза, нмоль р-нітрофено-лу/хв(мг білка
	16,7±2,32 p<0,001
	14,8±2,20 p<0,001
	6,7±1,86 

	 НАДФН-цитохром с-редуктаза, нмоль цитохрому с/хв(мг білка
	280±14,7 p<0,001
	265±10,6 p<0,001
	180±14,6
 

	НАДН-цитохром с-редуктаза,

нмоль цитохрому с/хв(мг білка
	1408±38,3 p<0,001
	1396±48,0 p<0,001
	865±39,4
 


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
 Виявлене підвищення ферментативної активності мікросом гепатоцитів експериментальних тварин можна трактувати, з одного боку, як захисно-пристосувальну реакцію організму на введення ксенобіотиків, але з іншого боку, це є несприятливим фактором ініціації потоків електронів з відновлених NAДН і NAДФН відповідно на цитохроми b5 і Р450 з генерацією АФК. 

На підставі результатів, наведених у даному розділі роботи, можна зробити наступні висновки.

1. У механізмі тривалої дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на організм щурів суттєвою ланкою є порушення окислювального гомеостазу внаслідок ініціації та інтенсифікації процесів ПОЛ та окислювальної модифікації білків, а також процесів, пов’язаних з метаболізмом оксиду азоту, на тлі виснаження антиоксидантної системи.  
2. На 45-ту добу перорального введення щурам ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 виникають неспецифічні метаболічні розлади у вигляді активації процесів ліпопероксидації, що підтверджується підвищенням інтенсивності хемілюмінесценції сироватки крові, вмісту дієнів, ТБК-реактантів і шифових основ в органах та тканинах. Останні внаслідок високої реактогенної здатності та вибірковості у біологічній дії можуть виступати в якості основного ланцюга, що лімітує стан стійкості організму до тривалого впливу досліджуваних речовин через зміну фізико-хімічних характеристик клітинних мембран, активності мембрано-локалізованих та ліпідозалежних ферментів, реактивності нейроендокринної, імунної та інших систем організму.

3. У сироватці крові та печінці щурів тривалий вплив ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ5 викликає превалювання кінцевих продуктів ПОЛ – шифових основ, а у головному мозку – первинних та вторинних продуктів: дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів. У сироватці крові щурів за умов тривалої дії ОЕНФ8 і КМ-ОЕНФ4 відбувається активація ПОЛ на рівні утворення дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів. Виявлені зміни відбуваються на тлі зниження активності ферментів першої лінії антиоксидантного захисту – супероксиддисмутази еритроцитів та каталази крові.
4. Тривала токсифікація щурів ОЕНФ та їх похідними - натрієвими солями карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 ініціює процес окислювальної модифікації білків з порушенням їх структурно-функціональних властивостей, активацію NO-синтазної окислювальної системи, що підтверджується суттєвим збільшенням вмісту  карбонільних продуктів  окислення білків, інтенсивності фосфоресценції сироватки крові, рівня S-нітрозотіолу, нітритів та нітратів, активності NO-синтази.
5.  На 45-ту добу дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 у щурів виникають зміни з боку фізико-хімічних властивостей мембран клітин крові, про що свідчить порушення співвідношення фосфоліпідних фракцій (особливо накопичення лізофосфатидилетаноламіну та лізофосфатидилхоліну) з наступним порушенням їх плинності та проникності. Виявлені зміни зумовлені  виявленою інтенсифікацією процесів перекисного окислення ліпідів і білків, активацією NO-синтазної окислювальної системи на тлі зниження антиоксидантних ресурсів.  

 6. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів за умов тривалого перорального введення щурам у дозах 1/10 і 1/100 викликають неспецифічні метаболічні розлади у вигляді порушення активності тіолдисульфідної системи, що підтверджується зниженням вмісту тіолових груп у білках мембран еритроцитів на тлі підвищення вмісту дисульфідних зв’язків. Виявлене порушення рівноваги у тіолдисульфідній системі у бік окислювальних еквівалентів також опосередковано свідчить про розгортання процесів окислювальної модифікації білків, ПОЛ на тлі зниження антиоксидантних ресурсів, неспецифічної резистентності організму. 
7. Оксиетильовані нонілфеноли сприяють активації процесів мікросомального окислення у гепатоцитах щурів як пускового механізму  зміни оксидантно-антиоксидантного гомеостазу у бік превалювання оксидантів, про що свідчить збільшення дихальної, ферментативної, деметилазної активності мікросом, а також вмісту цитохромів Р-450 і b5.

8. Урахування механізмів порушення стану окислювального гомеостазу при тривалому впливі оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів є необхідним при виборі засобів профілактики та лікування інтоксикацій в осіб, які контактують з ними в умовах виробництва і довкілля, та розробці методів ранньої діагностики і профілактики професійно та екологічно обумовленої патології.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
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РОЗДІЛ 6

СТАН БІОЕНЕРГЕТИЧНИХ ПРОЦЕСІВ У ЩУРІВ ПРИ ТРИВАЛОМУ ПЕРОРАЛЬНОМУ ВВЕДЕННІ ОКСИЕТИЛЬОВАНИХ НОНІЛФЕНОЛІВ ТА ЇХ ПОХІДНИХ

При будь-якому ступені інтоксикації розвиток адаптивних реакцій в організмі йде за двома основними напрямками: власне детоксикація КБ (окислення, зв’язування, виведення) з пошуком резервів щодо забезпечення енергією цього процесу та покриття виникаючого енергодефіциту. Вивчення стану біоенергетичних процесів у цьому зв’язку представляє значний інтерес для розкриття механізмів дії досліджуваних хімічних речовин в організмі експериментальних тварин та пошуку засобів їх патогенетичної корекції.  
6.1. Активність аденілнуклеотидної системи

На першому етапі оцінку стану енергетичних процесів у печінці щурів за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 проводили шляхом визначення активності аденілнуклеотидної системи за вмістом АТФ, АДФ, АМФ та їх співвідношенням. 
На 45-ту добу дії ОЕНФ8, ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали статистично значуще (р<0,001), по відношенню до контролю, зниження вмісту АТФ відповідно в середньому в 3,8-8,6 раза; вмісту АДФ – в середньому в 2,7-4,2 раза на тлі підвищення вмісту АМФ – в 2,6-4,4 раза (табл. 6.1). 
Аналогічну динаміку змін, але менш виразну, реєстрували і за умов дії речовин у дозі 1/100 ДЛ50: зниження рівня АТФ становило в середньому в 3 рази для ОЕНФ8, в 4 рази для ОЕНФ12 та в 5 разів для КМ-ОЕНФ5 (р<0,001), а АДФ менш виразно - в середньому в 2 рази для ОЕНФ8 і ОЕНФ12, в 3 рази для КМ-ОЕНФ5. Рівень АМФ при цій дозі, навпаки, підвищувався в середньому в 1,7 раза (табл. 6.1).                                                                                                         
                                                                                                          Таблиця 6.1

Вміст аденілових нуклеотидів у печінці щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речовина
	Доза, ДЛ50
	АТФ, мкмоль/г тканини
	АДФ, мкмоль/г тканини 
	АМФ, мкмоль/г тканини

	ОЕНФ8
	1/10

1/100
	0,57±0,23
p<0,001

0,76±0,22
p<0,001
	0,27±0,09
p<0,001

0,54±0,19
p<0,001
	2,44±0,54
p<0,001
1,33 
[1,27; 1,59]

p<0,001

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	0,37±0,15
p<0,001

0,55±0,21
p<0,001
	0,42±0,13
p<0,001

0,60 
[0,53; 0,81]
p<0,001
	1,99±0,25
p<0,001

1,07 
[0,95; 1,22]
p<0,001

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	0,25 
[0,15; 0,44]
p<0,001

0,45±0,22
p<0,001
	0,33±0,12
p<0,001

0,41 
[0,33; 0,60]
p<0,001
	3,46±0,31
p<0,001

1,65±0,22
p<0,001

	КМ-ОЕНФ4
	1/100
	0,74±0,24
p<0,001
	0,62±0,17
p<0,001
	1,28±0,28
p<0,001

	КМ-ОЕНФ6
	1/100
	0,76±0,19

p<0,001
	0,64±0,16
p<0,001
	1,20±0,15

p<0,001

	КМ-ОЕНФ10
	1/100
	0,65±0,22
p<0,001
	0,53±0,08
p<0,001
	1,32±0,19
p<0,001

	Контроль
	
	2,16±0,44
	1,14±0,15
	0,78±0,15


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Аналогічно КМ-ОЕНФ4, 6, 10 у дозі 1/100 ДЛ50 (ураховуючи однакову тенденцію змін вмісту нуклеотидів за дії ОЕНФ8, ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ5 у випробуваних дозах, дію цих речовин вивчали у випадку 1/100 ДЛ50) на 45-ту добу дії виявили зниження рівня АТФ і АДФ (в середньому в 2 рази) на тлі підвищення рівня АМФ (в середньому в 1,6 раза) (табл. 6.1).

Отримані результати переконливо свідчать про порушення активності аденілнуклеотидної системи у печінці щурів на 45-ту добу дії ОЕНФ та їх похідних. Слід відзначити односпрямовану динаміку змін вмісту аденілових нуклеотидів за умов дії речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (більш виразну у випадку 1/10 ДЛ50). 
Для більш повної та коректної оцінки стану аденілнуклеотидної системи у гепатоцитах щурів за умов тривалого впливу речовин визначали не тільки концентрації її компонентів, а також розраховували коефіцієнти їх співвідношення (табл. 6.2). 
Про швидкість синтезу та витрати енергії в клітинах, тобто їх енергетичний статус, можна судити за значенням енергетичного заряду. Енергетичний заряд клітин (ЕЗК) представляє собою співвідношення суми концентрації АТФ і половинної концентрації АДФ до суми концентрацій АТФ, АДФ, АМФ [49]. Виявлено, що на 45-ту добу дії  ОЕНФ8, 12 у дозі 1/10 ДЛ50 ЕЗ гепатоцитів щурів статистично значуще (р<0,001), по відношенню до контролю, знижувався приблизно в однаковій мірі в середньому в 3 рази. Вплив ОЕНФ8 у дозі 1/100 ДЛ50 зменшував ЕЗ гепатоцитів експериментальних тварин в 1,7 раза, тоді як ОЕНФ12 – в 2,2 раза. Найбільш суттєвий вплив на ЕЗ гепатоцитів виявив тривалий вплив КМ-ОЕНФ5: у випадку дози 1/10 ДЛ50 спостерігали, порівняно з контролем, зниження в 5,6 раза, а у випадку 1/100 ДЛ50 – в 4,8 раза. Інші похідні ОЕНФ, а саме КМ-ОЕНФ4, 6, 10 у дозі 1/100 ДЛ50 також на 45-ту добу введення зменшували (р<0,001), по відношенню до контролю, значення ЕЗ гепатоцитів тварин відповідно в 1,7; 1,6; 1,8 раза. 
Зниження ЕЗ гепатоцитів щурів за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних свідчить про переважання процесів енергоспоживання над процесами енергоутворення, а також про значний ризик пошкодження та загибелі клітин (особливо у випадку КМ-ОЕНФ5).                                                                                         
                                                                                                          Таблиця 6.2
Співвідношення вмісту аденілових нуклеотидів у печінці щурів на 45-добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

(ум. од., n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	 Речо-вина
	Доза, ДЛ50
	(АТФ+1/2АДФ)/

(АТФ+АДФ+АМФ)
	АТФ/АДФ 
	АТФ/ (АДФ+АМФ)  
	АДФ/
АМФ

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	ОЕНФ8
	1/10

1/100
	0,21±0,07
p<0,001

0,40±0,08
p<0,001
	1,73
 [1,33; 2,47]

р=0,63
1,59±0,71
р=0,152
	0,21±0,11
p<0,001
0,40±0,15
p<0,001
	0,11±0,04
p<0,001
0,38±0,11
p<0,001

	ОЕНФ12
	1/10

1/100
	0,21±0,05
p<0,001

0,31 [0,28; 0,39]
p<0,001
	0,86
 [0,54; 1,13]

p<0,001

0,69 
[0,58; 1,11]
p<0,001
	0,15±0,06
p<0,001

0,28 
[0,22; 0,38]
p<0,001
	0,22±0,08
p<0,001

0,52 

[0,43; 0,75]
p<0,001

	КМ-ОЕНФ5
	1/10

1/100
	0,12±0,048 
p<0,001

0,14 [0,10; 0,24]
p<0,001
	0,83
 [0,54; 1,52]

p<0,001

0,91 
[0,46; 1,70]
p<0,001
	0,06 
[0,04; 0,11]
p<0,001

0,17
 [0,12; 0,32]
p<0,001
	0,10±0,033
p<0,001

0,25 

[0,21; 0,41]
p<0,001

	КМ-ОЕНФ4


	1/100
	0,40±0,07

p<0,001
	1,23±0,33
p<0,001
	0,40±0,12
p<0,001
	0,61±0,21

p<0,001
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	1
	2
	3
	4
	5
	6

	КМ-ОЕНФ6
	1/100
	0,41±0,05
p<0,001
	1,0 

[0,94; 1,79]

p=0,0011
	0,36
 [0,32; 0,47]

p<0,001
	0,64±0,17

p<0,001

	КМ-ОЕНФ10
	1/100
	0,37±0,08
p<0,001
	1,26±0,53
p=0,0023
	0,32 
[0,23; 0,55]

p<0,001
	0,52±0,29
p<0,001

	Конт-роль
	
	0,67±0,03
	 1,90

 [1,46; 2,36]
	1,13±0,21
	1,43 

[1,20; 1,80]


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Про швидкість мітохондріального дихання в організмі щурів за умов тривалої дії досліджуваних речовин можна судити за коефіцієнтом співвідношення концентрації АТФ до концентрації АДФ (енергетичний потенціал). Для ОЕНФ8 виявлена тенденція до зниження, по відношенню до контролю, енергетичного потенціалу гепатоцитів, але воно було статистично недостовірним (р=0,63 і р=0,152 відповідно для 1/10 і 1/100 ДЛ50). Тривала дія ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувалася зниженням (р<0,001), порівняно з контрольною групою тварин, енергетичного потенціалу гепатоцитів в середньому в 2,2 раза, а у дозі 1/100 ДЛ50 відповідно в 2,75 і 2 рази. На 45-ту добу інтоксикації щурів КМ-ОЕНФ4, 6, 10 у дозі 1/100 ДЛ50 також спостерігали зменшення (р<0,001), порівняно з контролем, значення енергетичного потенціалу клітин печінки в середньому в 1,6 раза.
Для підтвердження порушень енергетичного гомеостазу в організмі щурів внаслідок тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних розраховували коефіцієнт співвідношення концентрації АТФ до суми концентрацій АДФ і АМФ (індекс фосфорилування). Виявлено суттєве зниження цього показника, при порівнянні з контролем, особливо у випадку дії речовин у дозі 1/10 ДЛ50 (більш, ніж в 10 разів для КМ-ОЕНФ5, в 7,5 раза для ОЕНФ12 і в 5,4 раза для ОЕНФ8). На 45-ту добу впливу речовин у дозі 1/100 ДЛ50 зниження (р<0,001), порівняно з контрольною групою тварин, індекса фосфорилування становило в 6 разів для КМ-ОЕНФ5, у 4 рази для ОЕНФ12, у 3 рази ОЕНФ8 та КМ-ОЕНФ4, 6, у 3,5 раза для КМ-ОЕНФ10.
Необхідність аналізу  співвідношення концентрації АДФ до концентрації АМФ  зумовлена тим, що цей показник встановлює залежність швидкості дихання не від концентрації окремих компонентів, а від стану фосфорилування системи у цілому (термодинамічний контроль дихання) [49]. Результати переконливо свідчили про зниження цього показника, порівняно з контролем, на 45-ту добу дії речовин, особливо у дозі 1/10 ДЛ50 (більш, ніж в 10 разів для ОЕНФ8 і КМ-ОЕНФ5, в 6,5 раза для ОЕНФ12). Такі похідні ОЕНФ, як КМ-ОЕНФ4, 6, 10 у дозі 1/100 ДЛ50 зменшували (р<0,001), по відношенню до контролю, значення термодинамічного контролю дихання в середньому в 2,4 раза. Зниження термодинамічного контролю дихання у гепатоцитах щурів при тривалому впливі досліджуваних речовин також підтверджує роз’єднання процесів окислення та фосфорилування у дихальному ланцюгу, переважання процесів енергоспоживання над процесами енергоутворення.

Загальний аналіз отриманих результатів свідчить, що тривалий вплив на організм щурів ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 призводить до зниження ступеня «заповнення» системи АТФ-АДФ-АМФ високоенергетичними фосфатними зв’язками, зокрема АТФ і АДФ, при переважанні процесів їх витрачання над синтезом, виснаження енергетичних ресурсів клітин, зниження швидкості мітохондріального дихання.
6.2. Активність дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів

 На другому етапі оцінку стану енергетичних процесів у печінці щурів при тривалому впливі ОЕНФ та їх похідних у діючій дозі 1/100 ДЛ50 проводили шляхом визначення активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів у присутності специфічних субстратів та інгібіторів першого (НАДН-коензим Q-оксидоредуктази) та другого (сукцинат-коензим Q-оксидоредуктази) комплексів (табл. 6.3). 
                                                                                                           Таблиця 6.3

Швидкість дихання мітохондрій гепатоцитів щурів 

на 45-ту добу введення оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних 

у дозі 1/100 ДЛ50 (нмоль О2/хв·мг білка, n=15; Ме [25%; 75%] або М±s)

	Показник
	Контроль
	ОЕНФ12
	ОЕНФ25
	КМ-ОЕНФ4
	КМ-ОЕНФ6
	КМ-ОЕНФ10

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Стан 3 (V3) 
на сукцинаті 
	6,29±
0,95
	4,16 

[3,90; 4,40]
p<0,001
	7,5
[6,64; 8,36]

p=0,0045
	3,30±
0,84
p<0,001
	3,52±
0,83
p<0,001
	3,16±
1,02
p<0,001

	Стан 3 (V3)  
на глутаматі та малаті
	3,51±
0,79 


	4,79 
[3,55; 6,34]

p=0,0045
	2,48
[2,05; 3,48]

p=0,007
	5,21±
0,86 
p<0,001
	4,22 
[3,80;4,42]

p=0,044
	5,34
[4,48;6,41]

p<0,001

	Стан 4 (V4)  
на сукцинаті
	1,78±
0,47
	1,26
[1,07; 1,43]

p=0,0026
	1,87
[1,60; 2,54]

p=0,089
	1,32±
0,23
p=0,008
	1,48±
0,21
p=0,045
	1,17±
0,26
p=0,001

	Стан 4 (V4)  
на глутаматі та малаті
	0,81±
0,20
	0,97±
0,19

p=0,046
	0,77
[0,56; 0,90]

p=0,29 
	1,07±
0,28
p=0,017
	1,14
[0,93;1,51]

p<0,001
	1,13±
0,14

p<0,001

	Стан у при-сутності 2,4-динітрофенолу (Vd) на сукцинаті
	7,42±
1,74
	3,99
[2,71; 5,02]

p<0,001


	6,22±
1,03
p=0,049
	3,82±
0,85

p<0,001
	4,43±
1,26
p<0,001
	3,60±
1,15

p<0,001
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	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Стан у при-сутності 2,4-динітрофе-нолу (Vd) на глутаматі та малаті
	3,55

[2,86; 3,71]
	 3,05±

0,62

p=0,071
	3,81

[3,06; 4,15]

p=0,395
	3,30

[2,71;3,57]

p=0,135
	3,23±

0,65

p=0,494
	2,84
[2,68; 3,47]

p=0,029


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
  Результати свідчили, що ОЕНФ12, КМ-ОЕНФ4,6,10 на 45-ту добу введення щурам статистично достовірно (р<0,001), при порівняні з контролем, знижували  швидкість дихання мітохондрій гепатоцитів у стані V3 на сукцинаті (субстраті II комплексу) в середньому в 1,5-2,0 раза. Для стану V4 на тому ж субстраті виявили аналогічну, але менш виразну, динаміку змін за дії цих речовин; зниження швидкості дихання становило при цьому в середньому в 1,2-1,5 раза (р≤0,045). 

Протилежні зміни реєстрували для станів V3 та V4 на глутаматі та малаті (субстратах I комплексу дихального ланцюга). Так, на 45-ту добу дії речовин у дозі 1/100 ДЛ50 для стану V3 спостерігали підвищення, по відношенню до контрольної групи тварин, швидкості дихання мітохондрій гепатоцитів щурів в середньому в 1,2 раза (р=0,044) для КМ-ОЕНФ6, в 1,4 раза (р=0,0045) для ОЕНФ12, в 1,5 раза (р<0,001) для КМ-ОЕНФ4,10. Для стану V4  на субстрати I комплексу дихального ланцюга мітохондрій швидкість споживання кисню збільшувалася в середньому в 1,2 раза для ОЕНФ12 (р=0,046), в 1,3 раза для КМ-ОЕНФ4 (р=0,017), в 1,4 раза для КМ-ОЕНФ6,10 (р<0,001). 
На 45-ту добу дії речовин у дозі 1/100 ДЛ50 спостерігали також зниження (р≤0,049), порівняно з контролем, інтенсивності дихання мітохондрій гепатоцитів щурів у стані на сукцинаті, що характеризувався присутністю роз’єднувача окислення та фосфорилування 2,4-динітрофенолу: в 1,2 раза для ОЕНФ25, в 1,7 раза для КМ-ОЕНФ6, в 1,9 раза для ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ4, в 2,1 раза для КМ-ОЕНФ10. Інтенсивність споживання кисню мітохондріями гепатоцитів щурів у стані на глутаматі та малаті з присутнім 2,4-динітрофенолом при дії всіх досліджуваних речовин практично не відрізнялася від контролю.
Окремо слід відзначити, що тривала дія ОЕНФ25 у дозі 1/100 ДЛ50 (за значенням ДЛ50 ця речовина серед досліджуваних є найменш токсичною) супроводжувалася, навпаки, деяким підвищенням швидкості дихання мітохондрій гепатоцитів щурів у станах V3 та V4 на субстраті II комплексу в 1,2 раза (р=0,0045) та 1,1 раза (р=0,089), а на субстратах I комплексу – зниженням в 1,4 (р=0,007) та 1,1 (р=0,29) раза відповідно. Такі зміни скоріше носять пристосувально-компенсаторний характер.
У цілому отримані результати дозволяють стверджувати про   порушення стану дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів у разі тривалої їх токсифікації досліджуваними речовинами. 
На підставі результатів, наведених у даному розділі роботи, можна зробити наступні висновки.

1. У механізмі тривалої дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 суттєвою ланкою є негативний вплив на стан енергетичного гомеостазу у щурів, що підтверджується розбалансуванням аденілнуклеотидної системи, порушенням активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів.

2. Тривала токсифікація щурів ОЕНФ8,12 і КМ-ОЕНФ5 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликає у гепатоцитах зниження ступеня «заповнення» системи АТФ-АДФ-АМФ високоенергетичними фосфатними зв’язками, зокрема АТФ, при переважанні процесів витрачання АТФ над його синтезом, виснаження енергетичних ресурсів клітин, зниження швидкості мітохондріального дихання, що підтверджується зниженням вмісту АТФ, АДФ на тлі збільшення  АМФ, зменшенням енергетичного заряду та потенціалу гепатоцитів, індексу фосфорилування та термодинамічного контролю дихання.

3. Тривала токсифікація щурів ОЕНФ12 у дозі 1/100 ДЛ50 викликає у гепатоцитах зниження активності сукцинат-коензим Q-оксидоредуктази (II комплексу дихального ланцюга) при підвищенні активності НАДН-коензим Q-оксидоредуктази (I комплексу дихального ланцюга), що підтверджується зменшенням швидкості дихання мітохондрій  у станах V3 та V4 на сукцинаті на тлі збільшення у цих станах на глутаматі та малаті. Тривала токсифікація щурів ОЕНФ25 у дозі 1/100 ДЛ50 викликає у гепатоцитах підвищення активності сукцинат-коензим Q-оксидоредуктази (II комплексу дихального ланцюга) при зниженні активності НАДН-коензим Q-оксидоредуктази (I комплексу дихального ланцюга), що підтверджується збільшенням швидкості дихання мітохондрій  у станах V3 та V4 на сукцинаті на тлі зменшення у цих станах на глутаматі та малаті.

4. Досліджувані речовини на 45-ту добу введення щурам у дозі 1/100 ДЛ50 призводять до роз'єднання процесів окислення та фосфорилування на субстратах II комплексу дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів.

5. За умов тривалої токсифікації щурів оксиетильованими нонілфенолами та їх похідними - натрієвими солями карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів відбувається виразне порушення стану аденілнуклеотидної системи та активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів, що потребує своєчасної та адекватної корекції з метою попередження незворотних змін у печінці.
Результати даного розділу дослідження опубліковано у наступних фахових виданнях.
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РОЗДІЛ 7
ОБҐРУНТУВАННЯ «СИГНАЛЬНИХ» ПОКАЗНИКІВ ПАТОФІЗІОЛОГІЧНИХ ПОРУШЕНЬ ПРИ ДІЇ НА ОРГАНІЗМ ОКСИЕТИЛЬОВАНИХ НОНІЛФЕНОЛІВ ТА ЇХ ПОХІДНИХ

Виявлений характер функціонального стану організму щурів за умов тривалого перорального введення ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 дозволяє стверджувати про серйозні порушення відносної сталості внутрішнього середовища організму та дестабілізацію фізіологічних процесів. У відповідь на це, як правило, формується гомеостатична реакція, що ґрунтується на активації та мобілізації систем, специфічно відповідальних за адаптацію, і неспецифічний стрес-синдром. 
Для більш глибокої оцінки гомеостатичних порушень у щурів у динаміці спостереження при дії речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 попередньо серед усіх вивчених показників функціонального стану організму виокремили найбільш варіабельні. Для цього  розрахували індекси нормування - співвідношення середнього значення показника в дослідній групі до середнього значення показника в контрольній групі тварин. Отримані індекси нормування відобразили на діаграмах з метою демонстрування ступеня відхилення показника від контролю. Ті показники, що мали суттєве відхилення від контролю (у бік підвищення – більше одиниці, у бік зниження – менше одиниці), позначили як «сигнальні» показники стану тієї чи іншої функціональної системи організму піддослідних тварин.  

Так як ОЕНФ та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів при тривалому пероральному введенні щурам у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50, за отриманими результатами, справляють імунотоксичний ефект, то на першому етапі проаналізували індекси нормування для показників стану імунної системи. 
Серед показників, що відображують стан специфічної резистентності організму експериментальних тварин при дії як ОЕНФ, так і їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50, найбільш варіабельними виявилися загальні лейкоцити та лімфоцити периферічної крові (індекси нормування значно менше одиниці) (рис. 7.1). 
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 Рис. 7.1. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану специфічної резистентності організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50
У випадку дози 1/100 ДЛ50 для ОЕНФ значне відхилення від значень контрольної групи тварин виявили ІЛ-6 та ІЛ-10 (індекси нормування значно менше одиниці); для  натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів – це характерно для зальних лейкоцитів і лімфоцитів периферійної крові (рис. 7.2).
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Рис. 7.2. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану специфічної резистентності організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50 
Щодо стану неспецифічної резистентності організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/10 ДЛ50 найсуттєвіше реагували у бік підвищення показники лейкоцитарної формули – сегментоядерні нейтрофіли, еозинофіли  (індекси нормування значно більше одиниці), а у бік зниження - лімфоцити (індекс нормування значно менше одиниці). Дія натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувалася значною варіабельністю також з боку показників лейкоцитарної формули – сегментоядерних нейтрофілів, еозинофілів  (індекси нормування значно більше одиниці), а також з боку показника фагоцитарної активності нейтрофілів – індекса перетравлювання, сироваткового гострофазового білка – церулоплазміну (індекси нормування значно менше одиниці) (рис. 7.3).
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Рис. 7.3. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану неспецифічної резистентності організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50

Примітка: Л – лімфоцити, п/я Н – паличкоядерні нейтрофіли, с/я Н – сегментоядерні нейтрофіли, Мон – моноцити, Еоз – еозинофіли, ФЧ – фагоцитарне число, І.погл. – індекс поглинання, І.перетр. – індекс перетравлювання, ГП – гаптоглобін, ЦП – церулоплазмін, ФГ – фібриноген, ЛЗЦ – лізоцим
При тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 серед показників стану неспецифічної резистентності організму експериментальних тварин найбільш значно змінювалися показники лейкоцитарної формули – у бік підвищення моноцитів та еозинофілів (індекси нормування при цьому значно більше одиниці), а у бік зниження – лімфоцитів. Що стосується натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50, то найбільш виражена зміна характерна для сегментоядерних нейтрофілів та еозинофілів (індекси нормування при цьому значно більше одиниці), фагоцитарної активності нейтрофілів – індексів поглинання та перетравлювання (індекси нормування при цьому менше одиниці) (рис. 7.4).   
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Рис. 7.4. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану неспецифічної резистентності організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50
Примітка: Л – лімфоцити, п/я Н – паличкоядерні нейтрофіли, с/я Н – сегментоядерні нейтрофіли, Мон – моноцити, Еоз – еозинофіли, ФЧ – фагоцитарне число, І.погл. – індекс поглинання, І.перетр. – індекс перетравлювання, ГП – гаптоглобін, ЦП – церулоплазмін, ФГ – фібриноген, ЛЗЦ – лізоцим
Окремою серією експериментів виявили  негативний вплив ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 на процеси нейрогуморальної регуляції у щурів, що підтверджувалося розбалансуванням моноамінергічних та аміноацидергічних нейромедіаторних систем головного мозку,  гормонального профілю сироватки крові, білкового та мінерального обмінів.  Що стосується індексів нормування, то значне відхилення від контролю у бік підвищення спостерігали у випадку ОЕНФ у дозі 1/10 ДЛ50  для дофаміну у головному мозку, кортикотропіну та тиреотропіну в сироватці крові тварин (індекси нормування значно більше одиниці) та у бік зниження для норадреналіну у головному мозку, тироксину та адреналіну у сироватці крові  (індекси нормування значно менше одиниці). У випадку натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/10 ДЛ50 суттєве підвищення індексів нормування спостерігали для глутамату у головному мозку, кортикотропіну та тиреотропіну в сироватці крові тварин на тлі зниження норадреналіну у головному мозку, тироксину та адреналіну у сироватці крові (рис. 7.5). 
Оксиетильовані нонілфеноли у дозі 1/100 ДЛ50 викликали підвищення індексів нормування для вмісту дофаміну у головному мозку, паратирину та адреналіну в сироватці крові на тлі зниження лютропіну, фоллітропіну та тестостерону в сироватці крові. Натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50 викликали найсуттєвіші зміни у бік збільшення індексів нормування для вмісту норадреналіну, ГАМК у головному мозку, кортизолу у сироватці крові, а у бік зниження – для тиреотропіну у сироватці крові (рис. 7.6).  
Для підтвердження виникнення розбалансування обмінних процесів внаслідок суттєвих порушень нейрогуморальної регуляції при тривалому пероральному введенні щурам ОЕНФ додатково визначали вміст амінокислот та біогенних елементів, метаболітів білкового обміну. Серед цих показників  найбільш виразним у випадку дії ОЕНФ у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 було відхилення від контролю для  пірувату, оксипроліну, аспартату, глутамату, аспарагіну (індекси нормування значно більше одиниці), валіну, таурину, орнітину (індекси нормування значно менше одиниці) (рис. 7.7). 
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Рис. 7.5. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану процесів нейрогуморальної регуляції у щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50
Примітка: ДА – дофамін, НА – норадреналін, СТ – серотонін, Трп – триптофан, АКТГ – кортикотропін, КЗ – кортизол, ТТГ - тиреотропін, А – адреналін, МТ – мелатонін,  Глу – глутамат, Асп – аспартат, Глі – гліцин
Аналогічно для показників стану мінерального обміну при тривалій дії ОЕНФ у дозі 1/10 ДЛ50 інформативними виявили: у сироватці крові з тенденцією до підвищення вміст магнію та кальцію (виразне відхилення індекса нормування від контролю більше одиниці); в еритроцитах – збільшення рівня натрію (відхилення більше одиниці) на тлі зниження рівня міді (відхилення менше одиниці) (рис. 7.8).
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Рис. 7.6. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану процесів нейрогуморальної регуляції у щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50
Примітка: ДА – дофамін, НА – норадреналін, СТ – серотонін, Трп – триптофан, АКТГ – кортикотропін, КЗ – кортизол, ТТГ - тиреотропін, А – адреналін, МТ – мелатонін, Інс – інсулін, КЦ – кальцитонін, ГлГ – глюкагон, СТГ – соматотропін, ТС – тестостерон, ПТ – паратирин, ФСГ – фоллітропін, ПЛ – пролактин, ЛГ – лютропін, ЕД – естрадіол, ПГ – прогестерон, Глу – глутамат, Асп – аспартат, Глі – гліцин
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           Рис. 7.7. Індекси нормування (ум.од.) для показників вмісту амінокислот та метаболітів білкового обміну у щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозах 1/10 та 1/100 ДЛ50
Примітка:  ЗБ – загальний білок
Залежно від групи речовин та їх дози визначали наступну динаміку змін показників оксидантно-антиоксидантної системи. У випадку ОЕНФ у дозі 1/10 ДЛ50 найбільш варіабельними у бік підвищення виявилися дієнові кон’югати та ТБК-реактанти у головному мозку щурів, шифові основи у сироватці крові та печінці, ДНФГ (356, 430 нм) (індекси нормування більше одиниці), а у бік зниження активність еритроцитарної СОД та коефіцієнт співвідношення HS-/-S-S- у білках мембран еритроцитів. У випадку  натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/10 ДЛ50 найбільш виражена зміна з суттєвим збільшенням індексів нормування характерна для ТБК-реактантів у головному мозку, шифових основ у сироватці крові та печінці, ДНФГ (356, 430) та вмісту дисульфідних зв’язків у мембранах еритроцитів на тлі суттєвого зниження індексів нормування для активності еритроцитарної СОД, значення АПІ, та співвідношення HS-/-S-S- у білках мембран еритроцитів (рис. 7.9).
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Рис. 7.8. Індекси нормування (ум.од.) для показників вмісту біогенних елементів у сироватці крові та еритроцитах щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/10 ДЛ50
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 Рис. 7.9. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану оксидантно-антиоксидантної системи у щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50
Примітка: ДК1, 2, 3 – дієнові кон’югати відповідно у сироватці крові, печінці,  головному мозку; ТБКР 1, 2, 3 – ТБК-реактанти відповідно у сироватці крові, печінці,  головному мозку; ШО 1, 2, 3 – шифови основи відповідно у сироватці крові, печінці,  головному мозку; КТ – каталаза
Значне відхилення від контролю у бік підвищення спостерігали у випадку ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50  для ТБК-реактантів у головному мозку, шифових основ у сироватці крові та вмісту S-S-зв’язків у білках мембран еритроцитів (індекси нормування значно більше одиниці) та у бік зниження для коефіцієнта співвідношення HS-/-S-S- у білках мембран еритроцитів  (індекс нормування значно менше одиниці). У випадку натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50 суттєве підвищення індексів нормування спостерігали для ТБК-реактантів у головному мозку, шифових основ у  печінці та сироватці крові, значення АПІ та співвідношення HS-/-S-S- у білках мембран еритроцитів (рис. 7.10). 
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Рис. 7.10. Індекси нормування (ум.од.) для показників стану оксидантно-антиоксидантної системи у щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50
Примітка: ДК1, 2, 3 – дієнові кон’югати відповідно у сироватці крові, печінці,  головному мозку; ТБКР 1, 2, 3 – ТБК-реактанти відповідно у сироватці крові, печінці,  головному мозку; ШО 1, 2, 3 – шифови основи відповідно у сироватці крові, печінці,  головному мозку; КТ – каталаза

Серед результатів, що відображують інтенсивність ХЛ та фосфоресценції сироватки крові щурів та стан NO-синтазної окислювальної системи  при дії  ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50, найбільш варіабельними виявилися інтенсивність ХЛ, індукована хлорним залізом та пероксидом водню, а також активність iNOS. Слід зазначити, що для цього комплексу показників характерна тенденція лише для підвищення значення індексів нормування (рис. 7.11).
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Рис. 7.11. Індекси нормування (ум.од.) для показників інтенсивності хемілюмінесценції та фосфоресценції, вмісту показників метаболізму оксиду азоту у сироватці крові щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50
Примітка:  ФС – фосфоресценція, S-HT - нітрозотіол
Розрахування індексів нормування для показників стану мембран клітин крові виявило наступну динаміку. При дії  ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 спостерігали суттєве їх підвищення для лізоформ фосфоліпідів (лізофосфа-тидилетаноламіну, лізофосфатидилхоліну), кардіоліпіну у мембранах еритроцитів на тлі зниження фосфатидилінозитолу, білок-ліпідних контактів та стану ліпідного бішару мембран еритроцитів та лімфоцитів (рис. 7.12). 
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Рис. 7.12. Індекси нормування (ум.од.) для показників вмісту фосфоліпідних фракцій мембран еритроцитів, стану плинності мембран лімфоцитів та еритроцитів щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50
Примітка:  ФЕА – фосфатидилетаноламін, ФХ – фосфатидилхолін, СМ – сфінгомієлін, ФС – фосфатидилсерин, ЛФЕА – лізофосфатидилетаноламін, ЛФХ – лізофосфатидилхолін, ФІ – фосфатидилінозитол, КЛ – кардіоліпін, 1 - лімфоцити, 2 – еритроцити
Окрема серія експериментів була присвячена визначенню стану біоенергетичних процесів за вмістом аденілових нуклеотидів та їх співвідношенням у печінці щурів  при 45-денному пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних.  Останні у дозі 1/10 ДЛ50 викликали значне відхилення від контролю вмісту АМФ (індекс нормування значно більше одиниці), АТФ, індекса фосфорилування, термодинамічного контролю дихання (індекси нормування значно менше одиниці) (рис. 7.13).   
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Рис. 7.13. Індекси нормування (ум.од.) для вмісту аденілових нуклеотидів та їх співвідношення у печінці щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50
Примітка: ЕЗ – енергетичний заряд, ЕП – енергетичний потенціал, ІФ – індекс фосфорилування, ТДК – термодинамічний контроль дихання
Для оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50 значне відхилення від контролю відмічали для вмісту у печінці експериментальних тварин АМФ (індекс нормування значно більше одиниці), АТФ, індекса фосфорилування (індекси нормування значно менше одиниці) (рис. 7.14).  
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Рис. 7.14. Індекси нормування (ум.од.) для вмісту аденілових нуклеотидів та їх співвідношення у печінці щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ та їх похідних у дозі 1/100 ДЛ50
Примітка: ЕЗ – енергетичний заряд, ЕП – енергетичний потенціал, ІФ – індекс фосфорилування, ТДК – термодинамічний контроль дихання

Представляло інтерес згрупувати найбільш варіабельні показники стану функціональних систем організму експериментальних тварин за розрахованими індексами нормування залежно від групи речовин та їх дози.

 «Сигнальними» показниками для ОЕНФ на 45-ту добу дії у дозі 1/10 ДЛ50 можна вважати показники стану процесів ПОЛ (вміст ТБК-реактантів та шифових основ), окислювальної модифікації білків (ДНФГ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів) та біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ, ІФ – індекс фосфорилування, ТДК – термодинамічний контроль дихання) (рис. 7.15).  
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Рис. 7.15. Індекси нормування (ум.од.) для найбільш варіабельних показників стану функціональних систем організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/10 ДЛ50

У якості «сигнальних» показників для тривалої дії ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 також виокремлюються показники стану процесів ПОЛ (вміст ТБК-реактантів та шифових основ, інтенсивність індукованої ХЛ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів), біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ, ІФ – індекс фосфорилування, ТДК – термодинамічний контроль дихання), ендокринної системи (вміст паратирину), але у більшій мірі звертає увагу показники стану клітинних мембран (вміст лізоформ фосфоліпідів) та NO-синтазної окислювальної системи (активність iNOS – додаткового джерела вільних радикалів на доповнення до продуктів ПОЛ, а також фактора модифікації білків) (рис. 7.16).
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  Рис. 7.16. Індекси нормування (ум.од.) для найбільш варіабельних показників стану функціональних систем організму щурів при тривалому пероральному введенні ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50
Ураховуючи той факт, що структурно-функціональні властивості клітинних мембран за умов впливу досліджуваних речовин та стан процесів обміну оксиду азоту оцінювали лише у випадку дози 1/100 ДЛ50, а також односпрямовану тенденцію змін показників для 1/10 і 1/100 ДЛ50, можна впевнено передбачи їх порушення і для 1/10 ДЛ50.  
«Сигнальними» показниками для натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на 45-ту добу дії у дозі 1/10 ДЛ50 можна вважати, перш за все, показники стану біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ, індекс фосфорилування, термодинамічний контроль дихання), а також процесів ПОЛ (вміст ТБК-реактантів та шифових основ), окислювальної модифікації білків (ДНФГ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів) (рис. 7.17). 

[image: image17.emf]0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

2,2

2,4

2,6

2,8

3

3,2

3,4

3,6

3,8

4

4,2

ЛКЦ

ЛФЦЦП

НА

ГлуАКТГТТГТ4А

ТБКР3

ШО1ШО2ДНФГ

S-S-зв'язкиСОДАПІHS/S-S

АТФАМФ

ІФТДК


  Рис. 7.17. Індекси нормування (ум.од.) для найбільш варіабельних показників стану функціональних систем організму щурів при тривалому пероральному введенні натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/10 ДЛ50
Для дії похідних ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 виокремлюються, як «сигнальні», показники стану моноамінергічних та аміноацидергічних систем головного мозку (вміст норадреналіну, ГАМК), але звертає увагу порушення процесів ПОЛ (вміст ТБК-реактантів та шифових основ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів), біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ,  індекс фосфорилування) (рис. 7.18). 
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 Рис. 7.18. Індекси нормування (ум.од.) для найбільш варіабельних показників стану функціональних систем організму щурів при тривалому пероральному введенні натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів у дозі 1/100 ДЛ50

Таким чином, за узагальненими «сигнальними» показниками (рис. 7.19), у патофізіологічних механізмах тривалої дії  ОЕНФ та їх похідних можна виділити провідну ланку – неконтрольовану активацію вільнорадикальних окислювальних процесів, що супроводжуються суттєвою ініціацією ПОЛ, окислювальної модифікації білків, метаболізму оксиду азоту на тлі виснаження потенціалу антиоксидантної системи; запуском внутрішньоклітинних і мембранних механізмів стресу – енергетичного дисбалансу, порушення структурно-функціонального стану мембран, зсуву внутрішньоклітинного метаболізму у бік переважання катаболічних процесів над анаболічними, а також суттєвим напруженням регуляторних систем. 





Рис. 7.19.  Комплекс «сигнальних» показників патофізіологічних порушень при дії на організм ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  

РОЗДІЛ 8
ОЦІНКА СТАНУ НЕСПЕЦИФІЧНИХ АДАПТАЦІЙНИХ РЕАКЦІЙ ОРГАНІЗМУ ЩУРІВ НА ВВЕДЕННЯ КСЕНОБІОТИКІВ ТА ОБҐРУНТУВАННЯ ЗАСОБІВ ЇХ КОРЕКЦІЇ  
Активацію вільнорадикальних процесів на даний час вважають як один з провідних загальних механізмів токсичності. У зв'язку з цим важливим моментом є визначення допустимого рівня дисбалансу між про- та антиоксидантними процесами, а головне - необхідного об’єму  заходів по його корекції. Аналіз наукової літератури з питань вивчення механізмів дії КБ на організм людини та тварин свідчить про відсутність у багатьох випадках системного підходу в оцінці оксидативного стресу.  Це у повній мірі стосується й ОЕНФ та їх похідних. З огляду на це наступний блок досліджень спрямований на виявлення змін «сигнальних» показників механізмів формування оксидативного стресу у щурів при їх токсифікації ОЕНФ та їх похідними у динаміці спостереження з обґрунтуванням принципів його корекції з метою вдосконалення лікування захворювань хімічної етіології.

8.1. Зміни у динаміці спостереження «сигнальних» показників порушень стану окислювального гомеостазу  у щурів при пероральному введенні хімічних речовин
За попередніми результатами, реакція організму щурів на молекулярному рівні у відповідь на тривалу дію ОЕНФ та їх похідних характеризується посиленням процесів окислення цілого ряду біологічних субстратів (зокрема, ліпідів, білків, тіолових сполук). У зв’язку з цим представляло інтерес оцінити внесок процесів вільнорадикального окислення у механізми адаптаційних реакцій за умов дії досліджуваних речовин. З цією метою на 10, 20, 30, 40, 50 та 60-ту добу перорального введення щурам представника з групи натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів з числом оксиетильованих груп 10 (КМ-ОЕНФ10) у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 оцінювали динаміку змін виявлених вище «сигнальних показників» порушень стану окислювального гомеостазу. 
Крім того, попередня оцінка стану аденілнуклеотидної системи у печінці щурів на 45-ту добу експериментальної токсифікації ОЕНФ та їх похідними продемонструвала суттєве зниження тканинної концентрації АТФ. Ураховуючи важливу роль цього макроерга в обміні речовин, ймовірно, значна частина метаболічних зсувів при тривалому пероральному надходженні ОЕНФ та їх похідних прямо чи опосередковано пов’язана з його недостатністю. Виявлений дефіцит АТФ у тварин можна пояснити, з одного боку, підвищенням його споживання в ендергонічних реакціях, а з іншого, порушенням механізмів енергопродукції. Необхідною ланкою енергетичного метаболізму мітохондрій є ферментний комплекс біологічного окислення та тканинного дихання, що здійснює окислення різних енергетичних субстратів. До його складу входять ферменти окислювального декарбоксилування піровиноградної кислоти, циклу трикарбонових кислот та дихального ланцюга, локалізованих у матріксі та внутрішній мембрані мітохондрій [292]. У якості інтегративного показника спряженої роботи всього ензиматичного комплексу можна розглядати швидкість утилізації енергетичних субстратів, наприклад, за інтенсивністю виведення кінцевого продукту - двоокису вуглецю (CO2). Значна частина останнього утворюється саме у загальних шляхах катаболізму органічних субстратів - реакціях окислювального декарбоксилування альфа-кетокислот.
Результати свідчили про збільшення (р<0,001), по відношенню до контролю,  в 1,7 раза виведення CO2 у експериментальних тварин на 10-ту добу дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 (табл. 8.1). На 20-ту добу спостереження цей показник залишався збільшеним (р<0,001), при порівнянні з контрольною групою тварин, в середньому в 1,5 раза, але по відношенню до 10-ї доби експерименту спостерігали тенденцію до деякого зниження (в 1,1 раза). На 30-ту добу реєстрували незначне, але статистично значуще (р=0,023) зниження рівня  CO2 по відношенню до контролю. У наступні терміни спостереження, а  саме на 40, 50 та 60-ту добу визначали поступове зниження у щурів виведення кінцевого продукту окислення біосубстратів в 1,2; 1,4 та 1,8 раза відповідно. 
У випадку тривалого перорального введення щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 динаміка змін виведення СО2 була дещо іншою (табл. 8.1). Реєстрували на 10, 20, 30 та 40-у добу спостереження поступове статистично достовірне (р<0,001) його збільшення, по відношенню до контролю, в середньому в 1,4-1,5 раза. На 50 та 60-ту добу експерименту виявили тенденцію до зниження виведення СО2 відповідно в 1,15 (р=0,014) та 1,5 раза (р<0,001).
                                                                                                         Таблиця 8.1

Динаміка виведення двоокису вуглецю у щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 (мг/100 г маси тіла·хв, n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Доза


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	 1/10 ДЛ50
	2,35
[2,0; 2,8]


	3,95±
0,23
p<0,001
	3,52±
0,18
p<0,001
	2,12
[1,9;2,35]

p=0,023
	1,98±
0,13
p=0,04
	1,60
[1,55;1,75]

p=0,001
	1,33±
0,19

p<0,001

	1/100 ДЛ50
	
	3,24±
0,19
p<0,001
	3,35
[3,25;3,45]

p<0,001
	3,43±
0,18

p<0,001
	3,59±
0,15
p<0,001
	2,08
[2,0;2,2]

p=0,014
	1,58±
0,13 p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Спостережувана тенденція до підвищення виведення СО2 опосередковано може свідчити про активацію тканинного дихання у тварин та відображати своєрідний «подразнювальний» ефект КМ-ОЕНФ10 по відношенню до окислення, перш за все, мітохондріальних субстратів з метою, наприклад, енергозабезпечення детоксикаційних та пластичних процесів. Виявлене поступове зниження концентрації СО2 у щурів, ймовірно, пов’язано з пригніченням використання енергетичних субстратів, що може бути зумовлено пошкодженням мембран мітохондрій та їх ферментів внаслідок безпосередньої дії КБ, так й через інтенсифікацію вільнорадикальних процесів.

Отже, при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 у щурів протягом 20 діб спостерігаються ознаки активації окислювальних процесів з підвищенням продукції двооксису вуглецю, які після 20-ї доби починають змінюватися на ознаки їх зриву з поступовим зниженням виведення кінцевого продукту окислення (рис. 8.1).   При дії на експериментальних тварин КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 період активації процесів тканинного дихання зі збільшенням, порівняно з контрольними тваринами, продукції двооксису вуглецю подовжується в середньому до 40 діб, з наступною їх поступовою інактивацією, що підтверджується зниженням виведення СО2. 
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Рис. 8.1. Динаміка змін виведення двоокису вуглецю при токсифікації щурів КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат - концентрація виділеного двооксису вуглецю
Попередніми дослідженням виявлено, що на 45-ту добу перорального введення щурам ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 відбувається значна ініціація процесів ПОЛ та окислювальної модифікації білків. Дослідження змін «сигнальних» показників цих процесів у динаміці спостереження виявило наступне. 
По відношенню до контрольної групи тварин спостерігали поступове збільшення у сироватці крові вмісту ТБК-реактантів при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50: на 10-ту добу – в 1,3 раза (р=0,02), на 20-ту добу – в 1,5 раза (р=0,01), на 30-ту добу – в 1,9 раза (р=0,001), на 40-у добу – в 2,2 раза (p<0,001), на 50-ту добу – в 2,8 раза (p<0,001), а на 60-ту добу – майже в 3,3 раза (p<0,001) (табл. 8.1). 
На 10-ту добу введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 не виявили будь-яких статистично значущих відмінностей з боку вмісту у сироватці кроваі щурів ТБК-реактантів при порівнянні з контролем (р=0,33). На 20-ту добу спостереження реєстрували достовірне (р=0,02) підвищення рівня цього показника в середньому в 1,3 раза. Тенденція до поступового підвищення вмісту ТБК-реактантів зберігалася у даному випадку у всі наступні терміни спостереження: в 1,5 раза - на 30-ту добу (р=0,01); в 1,8 раза – на 40-у добу (р=0,003), в 2,5 та 2,8 раза відповідно на 50 та 60-ту добу (р<0,001).
 Доведено, що ТБК-реактанти є досить токсичними сполуками з високою біологічною активністю. Вони мають властивість досить легко дифундувати через клітинні мембрани, взаємодіяти з азотистими компонентами білків і нуклеотидних основ ДНК, утворюючи ще більш токсичні сполуки, наприклад, шифові основи, що може зумовлювати запуск деструктивних процесів у клітинах [359].
Токсифікація щурів КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувалася більш виразною динамікою підвищення вмісту у сироватці крові щурів шифових основ, ніж ТБК-реактантів. Так, по відношенню до контрольної групи тварин, рівень шифових основ поступово зростав (р≤0,002) в 1,7; 2,3; 2,8; 3,4; 4,3 та 5,1 раза відповідно на 10, 20, 30, 40, 50 та 60-ту добу експерименту.
                                                                                                          Таблиця 8.2
Динаміка змін вмісту у сироватці крові щурів продуктів перекисного 

окислення ліпідів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 

(n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показ-ник
	Доза, ДЛ50
	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	ТБК-реак-танти, 

мкмоль/л
	 1/10 
	3,11±
1,21


	3,94±
0,24

p=0,02
	4,59±
0,22

p=0,01
	5,94±
0,39

p=0,001
	6,7
[6,5;7,0]

p<0,001
	8,83±
0,37

p<0,001
	10,3

[10,0;10,5]
p<0,001

	
	1/100 
	
	3,31±

0,33

p=0,43
	4,13±
0,40

p=0,02
	4,81±
0,35

p=0,01
	5,51±
0,27

p=0,003
	7,79±
0,32

p<0,001
	8,80±
0,71

p<0,001

	Шифові 
основи, ум.од./мл

	 1/10 
	1,61±
0,59


	2,70±
0,35

p=0,002
	3,7

[3,2;4,0]

p<0,001
	4,49±
0,29

p<0,001
	5,53±
0,40

p<0,001
	6,90±
0,43

p<0,001
	8,20±
0,47

p<0,001

	
	1/100 
	
	2,0

[1,9;2,5]

p=0,07
	2,91±

0,45

p=0,002
	3,61±

0,38

p<0,001
	4,40±
0,33

p<0,001
	5,61±
0,35

p<0,001
	6,7

[6,4;7,3]

p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем  

У випадку дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 також відмічалось динамічне збільшення (р≤0,002), порівняно з контролем,  рівня кінцевих продуктів ПОЛ у сироватці крові щурів, але починаючи з 20-ї доби спостереження (в 1,8; 2,25; 2,75; 3,5; 4,2 раза). На 10-ту добу не виявлено статистично значущих відмінностей шифових основ при порівнянні з контрольною групою тварин. Слід зазначити, що по відношенню до дії речовини у дозі 1/10 ДЛ50, ці зміни були менш виразними. Збільшення утворення шифових основ у сироватці крові щурів за дії досліджуваного КБ переконливо свідчить про хронізацію активації вільнорадикального окислення.
У загальному плані результати досліджень відображують активізацію процесів ПОЛ, що можна розглядати як механізм реагування організму експериментальних тварин на стрес внаслідок тривалого впливу КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50. Ураховуючи попередні результати, слід узагальнити, що підвищення рівня різних продуктів ліпопероксидації має певну залежність від виду речовин, від виду біологічних рідин або тканин. Так, у сироватці крові та печінці щурів тривалий вплив (протягом 45 діб) ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ5, а також КМ-ОЕНФ10, викликає превалювання кінцевих продуктів ПОЛ – шифових основ, а у головному мозку – первинних та вторинних продуктів: дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів. У сироватці крові щурів за умов тривалої дії ОЕНФ8 і КМ-ОЕНФ4 відбувається активація ПОЛ на рівні утворення дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів. У випадку тривалої дії КМ-ОЕНФ10 у сироватці крові виявлено превалювання кінцевих продуктів – шифових основ над вторинними продуктами – ТБК-реактантами (найбільш виразно, починаючи з 30-40-ї доби) (рис. 8.2, 8.3). Але у всіх випадках процеси ПОЛ тісно пов’язані з клітиною та її мембранами. Тому можна говорити про суттєві фізико-хімічні та структурно-функціональні порушення біомембран у експериментальних тварин. 
    На 10 та 20-ту добу токсифікації щурів КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 спостерігали виразну активацію процесів окислювальної модифікації білків, що підтверджувалося, по відношенню до контролю, підвищенням (р=0,001) у сироватці крові вмісту їх карбонільних продуктів – основних альдегід-ДНФГ (430 нм) в середньому в 2,8 та 2,6 раза відповідно (табл. 8.3). На 30-ту та 40-у добу експерименту вміст цього показника, порівняно з контролем, залишався статистично значуще (р=0,001) збільшеним (в середньому в 2 рази), але по відношенню до 20-ї доби виявлялася динаміка до зниження (в 1,3-1,4 раза). На 50 та 60-ту добу спостереження вміст основних альдегід-ДНФГ, при порівнянні з контролем, був збільшеним (р=0,0011) у середньому в 1,7 та 1,5 раза, а по відношенню до 40-ї доби – зниженим в 1,2-1,3 раза.  
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Рис. 8.2. Динаміка змін вмісту ТБК-реактантів у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст ТБК-реактантів 

Пероральне введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 протягом 30 діб сприяло статистично значущому (р≤0,036), порівняно з контролем, поступовому зростанню у сироватці крові рівня кетон-ДНФГ нейтрального характеру (370 нм): на 10-ту добу - в 1,2 раза, на 20-ту – в 1,75 раза, а на 30-ту – в 2,8 раза (табл. 8.3). У наступні терміни спостереження спостерігали тенденцію до деякого зниження у експериментальних тварин рівня цього показника, але при цьому він залишався достовірно збільшеним (р<0,001) по відношенню до контролю (в 2,4-2,2 раза). 
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Рис. 8.3. Динаміка змін вмісту шифових основ у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст шифових основ 
Узагальнення таких результатів свідчить, що на ранніх термінах спостереження у щурів при дії  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 відбувається більш суттєве підвищення у сироватці крові  основних альдегід-ДНФГ, тоді як у пізніх термінах (починаючи з 30-ї доби) – нейтральних кетон-ДНФГ (рис. 8.4, 8.5). 

                                                                                                         Таблиця 8.3
Динаміка змін вмісту карбонільних продуктів 
(альдегід- та кетондинітрофенілгідразонів) окислення білків 
сироватки крові щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 

(од. опт. щільності/г білка, n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показ-ник
	Доза, ДЛ50
	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Альде-гід-ДНФГ

(430 нм)
	 1/10 
	2,79±
0,74


	7,93±
0,67

p=0,001
	7,29±
0,53

p=0,001
	6,11±
0,56

p=0,001
	5,54±
0,58

p<0,001
	4,84±
0,60

p<0,001
	4,30±
0,47

p<0,001

	
	1/100 
	
	3,14±
0,74

p=0,318
	3,6
[3,1;3,9]

р=0,066
	4,80±
0,39

p=0,001
	6,1
[5,6;6,3]

р=0,001
	5,30±
0,29

p<0,001
	4,54±
0,52

p<0,001

	Кетон-ДНФГ

(370 нм)
	 1/10 
	33,8±
3,61
	39,4±
4,11
р=0,036
	59,3±
1,85

р<0,001
	95,2±
3,77

р<0,001
	82,7±
3,05

р<0,001
	79,3±
3,15

р<0,001
	76,2±
4,62
р<0,001

	
	1/100 
	
	34,6±
3,01

р=0,637
	36,1±
3,24
р=0,172
	43,8±
3,19

р<0,001
	58,1±
3,10

р<0,001
	77,7±
2,34

р<0,001
	71,8±
4,44

р<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Доведено, що на ранніх стадіях перебігу оксидативного стресу, як правило, переважають альдегід-ДНФГ, які розглядають як маркери фрагментації білків, а на пізніх стадіях – кетон-ДНФГ, як маркери агрегації білків. Той факт, що  у модифікованих групах білків сироватки крові щурів, починаючи з 30-ї доби спостереження, виявлено переважання кетон-ДНФГ над альдегід-ДНФГ при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50, свідчить про перехід оксидативного стресу в розвинену стадію та його  необоротний характер. Переважання альдегід-ДНФГ над кетон-ДНФГ протягом перших 30-ти діб після введення КБ може свідчити про наявність процесу фрагментації білків з утворенням середніх та низькомолекулярних фрагментів. Даний процес супроводжується інтенсивністю метаболічних процесів організму та характеризується можливим відновленням рівня білків у крові та тканинах.
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Рис. 8.4. Динаміка змін вмісту основних альдегід-динітрофенілгідразонів (430 нм) у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст альдегід-ДНФГ 
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Рис. 8.5. Динаміка змін вмісту нейтральних кетон-динітрофенілгідразонів (370 нм) у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст кетон-ДНФГ 
У випадку тривалого перорального введення щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 динаміка змін вмісту карбонільних продуктів окислення білків сироватки крові була іншою (табл. 8.3, рис. 8.4, 8.5). На 10-ту добу експерименту реєстрували незначне збільшення у сироватці крові щурів рівня основних альдегід-ДНФГ (430 нм), але воно було недостовірним по відношенню до контрольної групи тварин (р=0,318). З 20-ї та до 30-ї доби  реєстрували поступове підвищення вмісту цього показника, по відношенню до значень контролю, в середньому в 1,2-2,1 раза. Починаючи з 30-ї доби вміст основних альдегід-ДНФГ поступово знижувався, залишаючись при цьому достовірно підвищеним (р=0,001) порівняно з контролем (в 1,9-1,6 раза). На цьому тлі спостерігали, що на 10-ту добу експерименту рівень кетон-ДНФГ нейтрального характеру (370 нм) практично не змінювався (р=0,637). Але починаючи з 20-ї доби спостереження та до 50-ї доби відмічали статистично значуще (р<0,001), при порівнянні з контролем, поступове підвищення в середньому в 1,1-2,3 раза. На 60-ту добу вміст кетон-ДНФГ у сироватці крові експериментальних тварин дещо знижувався по відношенню до значень 50-ї доби експерименту, але залишався достовірно збільшеним (р<0,001) по відношенню до контролю.

Узагальнення таких результатів свідчить, що у випадку дії  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 відбувається протягом 40 діб експерименту переважання у сироватці крові щурів рівня маркерів фрагментації білків - альдегід-ДНФГ над маркерами агрегації білків - кетон-ДНФГ. У наступні терміни спостереження реєструється, навпаки, суттєве збільшення нейтральних кетон-ДНФГ. У щурів, яким вводили КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, також поступово розвивається оксидативний стрес, але у даному випадку його перехід у розвинену стадію відбувається, за показниками вмісту карбонільних продуктів окислення білків, у більш пізні терміни (починаючи з 50-ї доби), ніж при дії КБ у дозі 1/10 ДЛ50. 
У якості «сигнальних показників» порушень стану окислювального гомеостазу у щурів за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних виявлені специфічні антиоксидантні ферменти – СОД та каталаза.  
На 10-ту добу спостереження дія КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувалася достовірним (р=0,006), порівняно з контролем, підвищенням (в середньому в 1,4 раза) активності СОД еритроцитів (табл. 8.4). На 20 та 30-ту добу активність ферменту, навпаки, знижувалась (р=0,016) в середньому в 1,4 раза. У наступні терміни експерименту реєстрували подальше зниження СОД: в 1,5 раза – на 40-у добу, в 1,8 раза – на 50-ту добу та в 2 рази – на 60-ту добу.

                                                                                                         Таблиця 8.4

Динаміка змін активності супероксиддисмутази еритроцитів та каталази крові щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 

(n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показ-ник
	Доза, ДЛ50
	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Супер-оксид-дисму-таза, ммоль/

хв(г Нв 
	 1/10 
	13,9
[10,8;
18,1]


	19,9±
1,98

p=0,006
	10,1±
1,16

p=0,016
	10,3±
0,98

p=0,016
	9,09±
0,58

p<0,001
	7,83±
0,79

p<0,001
	6,9
[6,7;
7,4]
p<0,001

	
	1/100 
	
	24,6
[21,0;
25,6]
p<0,001
	19,5
[17,1;
20,2]
р=0,021
	18,1±
1,64

p=0,046
	9,56±
0,95

р=0,002
	8,51±
0,90

p=0,001
	7,88±
0,80

p=0,001

	Ката-лаза,
мкмоль/

хв(г Нв
	 1/10 
	442±
75,7

	560±
4,86

p<0,001
	500±
5,19

p=0,043
	350±
3,69

p=0,012
	251±
2,50

p<0,001
	201±
4,24

p<0,001
	190±
3,51

p<0,001

	
	1/100 
	
	763±
3,85

p<0,001
	681±
4,44

p<0,001
	511±
3,81

p=0,039
	302±
4,38

p<0,001
	271±
3,80

p<0,001
	211±
3,91

p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Вплив КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 характеризувався іншою динамікою змін активності СОД еритроцитів щурів. На 10-ту добу спостереження виявили статистично значуще (p<0,001), по відношенню до контролю, підвищення активності ферменту в 1,6 раза. На 20-ту добу активність СОД також була підвищеною (р=0,021), при порівнянні з контрольною групою тварин, тоді як по відношенню до 10-ї доби спостерігали її зниження в 1,3 раза. Аналогічно на 30-ту добу активність СОД еритроцитів щурів знижувалася по відношенню до попередніх термінів дослідження, але залишалась достовірно (р=0,046) підвищеною по відношенню до контролю в 1,3 раза. Починаючи з 40-ї доби експерименту активність СОД зазнавала поступового зниження: в 1,5 раза – на 40-у добу, в 1,7 раза – на 50-ту добу, в 1,8 раза – на 60-ту добу.
Для активності іншого антиоксидантного ферменту крові щурів - каталази при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 на 10 і 20-ту добу реєстрували достовірне, при порівнянні з контрольною групою тварин, підвищення в 1,3 раза (p<0,001) та 1,2 раза (р=0,043) (табл. 8.4). На 30-ту добу спостереження активність каталази крові щурів статистично значуще (р=0,012) знижувалась в 1,3 раза. Подальша токсифікація щурів КБ у дозі 1/10 ДЛ50 також характеризувалась поступовим зменшенням активності каталази: на 40-у добу - в 1,8 раза, на 50-ту добу – в 2,2 раза, на 60-ту добу – в 2,3 раза.

Дія КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на 10-ту добу експерименту також призводила до достовірного, порівняно з контролем, підвищення активності каталази крові щурів в 1,7 раза відповідно. У наступні терміни спостереження, а саме на 20-ту та 30-ту добу, зберігалась аналогічна тенденція змін активності ферменту, але менш виразна в 1,5 та 1,2 раза. Починаючи з 40-ї доби активність каталази, навпаки, поступово знижувалась у діапазоні в 1,5-2,1 раза. 

 Отже, при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 у щурів в середньому до 10-20 діб виявляються ознаки активації антиоксидантних ферментів, відповідальних за видалення первинних АФК – супероксидних аніон-радикалів і перекису водню (рис. 8.6, 8.7). У наступні терміни дія КБ, навпаки, характеризується чіткими ознаками поступового виснаження антиоксидантних ресурсів. При дії на експериментальних тварин КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 період активації антиоксидантного потенціалу зі збільшенням, порівняно з контрольними тваринами, активності СОД еритроцитів та каталази крові подовжується в середньому до 30-35 діб, з наступною поступовою їх інактивацією, що підтверджується зниженням активності ферментів. 


[image: image24.emf]5

7

9

11

13

15

17

19

21

23

25

10 20 30 40 50 60

1/10 ДЛ50 1/100 ДЛ50 КОНТРОЛЬ

 

доба спостереження


Рис. 8.6. Динаміка змін активності супероксиддисмутази еритроцитів щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – активність СОД 

Рівень балансу між антиоксидантами та прооксидантами при дії на щурів КМ-ОЕНФ10 добре відображує АПІ (співвідношення активності каталази до вмісту ТБК-реактантів) (рис. 8.8). Для дози 1/10 ДЛ50 за значеннями АПІ чітко визначається зсув антиоксидантно-прооксидантної рівноваги у бік підвищення процесів ліпопероксидації майже з 10-ї доби експерименту. Для дози 1/100 ДЛ50 до 20-25-ї доби дії КБ виявляється зсув у бік активації антиоксидантних ресурсів, у подальші терміни дії  - зсув у бік ліпопероксидації.
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Рис. 8.7. Динаміка змін активності каталази крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – активність каталази 

У якості молекулярного механізму регуляції фізіологічних процесів, здатних динамічно реагувати на вплив факторів довкілля, функціонує тіолдисульфідна система, компоненти якої виявилися «сигнальними» при тривалій дії ОЕНФ та їх похідних. Результати свідчили про  статистично значуще (р<0,001), при порівнянні з контрольною групою тварин, зниження (в 1,2 раза) вмісту тіолових груп у щурів вже на 10 та 20-ту добу перорального введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50  (табл. 8.5). 
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Рис. 8.8. Динаміка змін антиоксидантно-прооксидантного індекса  (співвідношення активності каталази до вмісту ТБК-реактантів) у щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 (середні дані за двома дозами та контролем) 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – значення АПІ 

На 30-ту добу спостереження виявили різке зниження (р<0,001) вмісту сульфгідрильних груп у білках мембран еритроцитів щурів у середньому в 1,8 раза. У наступні терміни спостереження рівень цього показника при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 знижувався ще більше: в 2 рази на 40 і 50-у добу; в 2,3 раза – на 60-ту добу. На цьому тлі спостерігали протилежну динаміку змін вмісту дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів, а саме поступове їх підвищення. Так, на 10 і 20-ту добу експерименту пероральне введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжувалося статистично значущим (р=0,004 та р=0,003), порівняно з контролем, збільшенням рівня показника приблизно в однаковій мірі в середньому в 1,5 раза. У наступні терміни експерименту вміст дисульфідних зв’язків у мембранних білках зазнавав більш суттєвого зростання (р≤0,001), по відношенню до контролю, в 2,0-3,1 раза.

                                                                                                           Таблиця 8.5
Динаміка змін вмісту тіолових груп і дисульфідних зв’язків  

у білках мембран еритроцитів щурів при пероральному введенні 
КМ-ОЕНФ10 (n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Показ-ник
	Доза, ДЛ50
	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	HS-групи,
нмоль/мг білка
	 1/10 
	138±
10,5
	117±
2,87

p<0,001
	113
[111;114]

p<0,001
	76
[73,5;77]

p<0,001
	68,3±
3,15

p<0,001
	68,5±
3,59

p<0,001
	60,4±
3,20

p<0,001

	
	1/100 
	
	151±
2,73

p=0,031
	146±
2,78

p=0,093
	118±
3,38

p<0,001
	116±
2,78

p<0,001
	68,5±
4,21

p<0,001
	57,4±
2,56

p<0,001

	S-S-зв’язки, нмоль/мг білка
	 1/10 
	22,1±
4,65
	30,9
[28,6;

32,8]

p=0,004
	33,6
[28,8;

35,9]

p=0,003
	44,6±
2,76
p=0,001
	50,5
[49,5;

52,4]

р<0,001
	61,1
[57,7;

63,8]

p<0,001
	69,3±
3,61
p<0,001

	
	1/100 
	
	13,6±
2,36
p=0,001
	16,7±
2,10
p=0,006
	31,3
[26,3;

35,0]

p=0,009
	32,4±
2,82
p=0,002
	49,9±
3,69
p=0,001
	62,6±
4,27
p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Динаміка змін вмісту тіолових груп та дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів щурів при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 була дещо іншою (табл. 8.5). На 10-ту добу експерименту спостерігали незначне, але статистично достовірне (р=0,031), порівняно з контролем, підвищення вмісту сульфгідрильних груп. На 20-ту добу зберігалася аналогічна динаміка змін, яка при порівнянні з контролем виявилася навіть недостовірною (р=0,093). На 30 та 40-у добу у щурів реєстрували незначне, але статистично значуще (р<0,001), по відношенню до контрольної групи тварин, зниження рівня цього показника в середньому в 1,2 раза. У подальші терміни спостереження виявили поступове, більш виразне, зниження вмісту тіолових груп в еритроцитарних білках експериментальних тварин: в 2 рази – на 50-ту добу, в 2,4 раза – на 60-ту добу.       
Пероральне введення щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 призводило до достовірного зниження, по відношенню до контрольної групи тварин, рівня дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів: в 1,6 раза – на 10-ту добу спостереження (р=0,001), в 1,3 раза – на 20-ту добу (р=0,006) (табл. 8.5). На 30- та 40-у добу експерименту вплив КБ у цій дозі супроводжувався статистично значущим (р=0,009 та р=0,002), при порівнянні з контролем, навпаки, збільшенням вмісту цього показника в середньому в 1,5 раза. На 50-ту добу рівень дисульфідних зв’язків підвищувався в середньому в 2,3 раза, а на 60-ту добу ще більше – в 2,8 раза.
Узагальнення одержаних результатів щодо стану тіолдисульфідної системи у експериментальних тварин дозволяє виявити наступне. У разі перорального введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50, починаючи з 10-ї доби виявляються  узгоджені зміни вмісту дисульфідних зв’язків та сульфгідрильних груп у білках еритроцитарних мембран, а саме поступове превалювання процесів окислення над процесами відновлення (різкий стрибок таких змін виявляється з 20-ї доби дії КБ) (рис. 8.9). 
У разі перорального введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 протягом 20 діб у стані тіолдисульфідної системи, навпаки, відмічаються ознаки превалювання процесів відновлення над процесами окислення, що можна трактувати як активацію захисно-пристосувальних реакцій у експериментальних тварин на дію КБ. Але після 20-ти добової токсифікації у щурів виникають ознаки зриву останніх, про що свідчить поступове превалювання окислювальних процесів над відновлювальними. Причому у період з 30-ї до 40-ї доби реєструється деяке затухання цих змін та підтримка на певному рівні з наступним суттєвим стрибком у бік окислювальних процесів (рис. 8.10). 
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Рис. 8.9. Динаміка змін вмісту тіолових груп і дисульфідних зв’язків  у білках мембран еритроцитів щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50  

Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – вміст HS-груп та -S-S-зв’язків; контроль 1 – для вмісту  HS-груп; контроль 2 – для вмісту -S-S-зв’язків
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Рис. 8.10. Динаміка змін вмісту тіолових груп і дисульфідних зв’язків  у білках мембран еритроцитів щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50  
Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – вміст HS-груп та -S-S-зв’язків; контроль 1 – для вмісту  HS-груп; контроль 2 – для вмісту -S-S-зв’язків

Поступове зниження ТДК при впливі КБ у дозі 1/10 ДЛ50, підтверджує зниження резистентності організму щурів  (табл. 8.6).  У тварин, токсифікованих КБ у дозі 1/100 ДЛ50, первинні зміни в тіолдисульфідній системі, що характеризуються підвищенням ТДК або зсувом редокс-рівноваги у бік відновлення, переходять у зміни протилежної спрямованості - зниженням ТДК або зсувом редокс-рівноваги у бік окислення, що можна розглядати, відповідно, як ознаки її активації та виснаження. Останнє у цілому відображує динаміку адаптивного процесу. При дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 доцільність реакцій захисту-компенсації та максимум їх дії обмежений, ймовірно, коротким відрізком часу, після закінчення якого вони, у більшості випадків, перетворюються на реакції пошкодження. 
                                                                                                          Таблиця 8.6
Динаміка змін тіолдисульфідного коефіцієнта 
(співвідношення вмісту тіолових груп і дисульфідних зв’язків) для мембран еритроцитів щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 
(ум.од., n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Доза, ДЛ50
	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	 1/10 
	6,48±
1,33
	3,81±
0,34

p<0,001
	3,4

[3,1; 3,9]

p<0,001
	1,69±

0,12

p<0,001
	1,34±
0,05

p<0,001
	1,13±
0,03

p<0,001
	0,87±
0,08

p<0,001

	1/100 
	
	10,9
[9,6; 12,8]

p=0,001
	8,83±
1,13

p=0,002
	3,8

[3,4; 4,6]

p=0,005
	3,5

[3,3; 3,9]

p=0,001
	1,38±
0,16

p<0,001
	0,92±
0,10

p<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
Виявлений характер змін ТДК за умов тривалого перорального введення щурам КМ-ОЕНФ10 залежно від дози (рис. 8.11), з одного боку, добре збігається з виявленим раніше характером змін прооксидантно-антиоксидантного індекса, а з іншого є дзеркальним відображенням коливання інтенсивності вільнорадикального окислення в різні терміни спостереження.  
Одним з гомеостатичних показників організму є ХЛ з індивідуальною для кожної тканини та біологічної рідини інтенсивністю. Результати свідчили про підвищення (р=0,001), по відношенню до контролю, в середньому в 2,3 раза інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові щурів на 10-ту добу введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 (табл. 8.7). На 20-ту добу спостереження інтенсивність ХЛ дещо знижувалась порівняно з показником на 10-ту добу, але при порівнянні з контрольною групою тварин залишалась статистично значуще (р<0,001) підвищеною в 2 рази. Аналогічну динаміку реєстрували на 30-ту та 40-у добу експерименту, збільшення інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові щурів в 1,9-2,0 раза. На 50 та 60-ту добу перорального введення КБ у дозі 1/10 ДЛ50 виявили чітко визначену протилежну динаміку змін показника – зниження (р<0,001), порівняно з контролем, відповідно в 1,3 та 1,4 раза.
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Рис. 8.11. Динаміка змін тіолдисульфідного коефіцієнта при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  
Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – ТДК
При дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на 10-ту добу спостерігали незначне (в середньому в 1,4 раза), але статистично достовірне (р=0,002) підвищення, по відношенню до контролю, інтенсивності ХЛ сироватки крові  експериментальних тварин (табл. 8.7). На 20-ту добу виявили суттєве підвищення (р<0,001) рівня цього показника – в 1,8 раза відносно контролю та в 1,2 раза – відносно значень на 10-ту добу експерименту. На 30, 40 та 50-ту добу інтенсивність індукованої ХЛ сироватки крові щурів за дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 залишалась збільшеною порівняно з контролем в середньому в 1,6-1,7 раза. Однак на 60-ту добу токсифікації щурів КБ виявили зниження рівня надслабкого світіння сироватки крові щурів в 1,2 раза. 
                                                                                                         Таблиця 8.7
Динаміка змін інтенсивності індукованої перекисом водню хемілюмінесценції сироватки крові щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 

(імп/с, n=8; М±s)
	Доза, ДЛ50
	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	 1/10 
	699,8±
20,34
	1633,3±

6,73
р=0,001
	1415,3±
5,57

р<0,001
	1398,9±
9,31

р<0,001
	1331,8±
8,10

р<0,001
	549,4±
13,90

р<0,001
	502,3±
11,17

р<0,001

	1/100 
	
	993,9±

10,26
р=0,002
	1239,5±
6,55

р<0,001
	1196,3±
9,50

р<0,001
	1150,1±
6,64

р<0,001
	1155,1±
5,30

р<0,001
	597,1±
1,30

р<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем
За динамікою інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові (а також за вмістом продуктів ПОЛ та окислювальної модифікації білків, рівнем компонентів тіолдисульфідної системи, активністю антиоксидантних ферментів) у  щурів можна припусти виникнення наступних станів при пероральному введенні  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50: стан активації (до 10 діб), стан напруження (після 10-ї доби токсифікації  до 40-ї доби) та стан зриву (після 40-ї доби) редокс-регуляторних процесів. У випадку дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 чітко простежується наступне: стан активації до 20-доби, стан напруження після 20-ї доби по 50-ту добу та стан зриву (після 50-ї доби) редокс-регуляторних процесів  (рис. 8.12). 
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Рис. 8.12. Динаміка змін інтенсивності індукованої перекисом водню хемілюмінесценції сироватки крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  
Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – інтенсивність ХЛ
8.2. Обґрунтування засобів корекції гомеостатичних порушень у експериментальних тварин

 Для корекції або попередження розвитку оксидативного стресу використовують останнім часом вітамінно-мінеральні комплекси з різною силою захисної відповіді. До найбільш потужних натуральних та синтетичних антиоксидантів відносяться аскорбінова кислота, α-токоферол, β-каротин, а також ряд мікроелементів (зокрема, селен, марганець, мідь). 
У експериментальних умовах  провели оцінку можливості корекції окислювального гомеостазу у щурів, тривало токсифікованих КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, додаванням до стандартного раціону віварію вітамінно-мікроелементного комплексу, до складу якого входили аскорбінова кислота, β-каротин, α-токоферол, а також полімікроелементний препарат, створений на основі композиції ессенціальних мікроелементів (цинку, заліза, марганцю, міді, хрому, кобальту) з N-2,3-диметилфенілантраніловою кислотою та кисеньвмісних солей ультрамікроелементів - селену, ванадію, молібдену (табл. 8.8). Така композиція мікроелементів є оптимально термодинамічно стабільною при фізіологічних значеннях рН, ліпідорозчинною, а також здатною до підтримки окислювального гомеостазу завдяки виразним антиоксидантним властивостям, перебігу широкого кола біохімічних процесів [48, 70, 315, 316, 390]. 

З урахуванням особливостей стану адаптивних реакцій, опосередковано залежних від стану окислювального гомеостазу, в умовах тривалої дії на щурів ОЕНФ та їх похідних використання такого роду комплексу можна розглядати як безпечний та діючий засіб корекції. Ефективним у цьому плані є призначення препаратів, що містять міцний набір антиоксидантів (перш за все, β-каротин, α-токоферол, аскорбінову кислоту та селен), так як при цьому слід очікувати  не тільки сумацію ефектів, але й синергічну їх дію з посиленням позитивних зв’язків, пов’язаним з наявністю в організмі єдиного антиоксидантного захисту, у тому числі спрямованого на профілактику впливу хімічних факторів довкілля. Вагомим фактом, що також дозволяє аргументувати доцільність використання запропонованого комплексу для корекції гомеостатичних порушень у щурів в умовах тривалої дії на них ОЕНФ та їх похідних є відсутність значущих побічних ефектів при надходженні більшості синтетичних вітамінів і мінералів.
                                                                                                          Таблиця 8.8
 Мікроелементний склад застосованого препарату 
та його біологічна характеристика
	Мікроелемент
	Доза, мг
	Роль

	Цинк
	4,0
	Входить до складу антиоксидантного ферменту  Zn, Cu-залежної СОД 

	Залізо
	3,0
	Входить до складу гемовмісних протеїнів (зокрема, цитохромів, каталази, пероксидази), FeS-протеїнів, виконуючих роль транспорту кисню, антиоксидантного захисту, перебігу процесів біологічного окислення

	Марганець
	0,8
	Входить до складу антиоксидантного ферменту  Mn, Cu-залежної СОД

	Мідь
	0,7
	Входить до складу антиоксидантних ферментів  Zn, Cu-залежної та Mn, Cu-залежної СОД

	Кобальт
	0,07
	Входить до складу кобаламіну, бере участь у ре- синтезі метіоніну

	Молібден
	0,07
	Входить до складу ксантиноксидази, сульфіт- оксидази, виконує роль антитоксичного фактора

	Хром
	0,07
	Активатор деяких ферментів, бере участь у засвоєнні вуглеводів, реалізації ефектів інсуліну, метаболізмі ліпопротеїнів

	Селен
	0,05
	Входить до складу антиоксидантного ферменту глутатіонпероксидази

	Ванадій
	0,01
	Активатор деяких ферментів, має виразну гіпоглікемічну та гіпохолестеринемічну дію.


Досліди проведено на двох групах щурів (самці та самиці). Експериментальні тварини першої групи (n=48) піддавались пероральному введенню КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 протягом 60-діб та знаходились на стандартному харчовому раціоні віварію. Експериментальні тварини другої групи (n=48) також піддавались пероральному введенню КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 протягом 60-діб та знаходились на комплексному харчовому раціоні: до стандартного раціону віварію також протягом 60 діб додавали: 1)  полімікроелементний препарат у дозі 8,75 мг/добу, аскорбінову кислоту у дозі 25 мг/добу (виробник АТ «Галичфарм»), олійний розчин β-каротину у дозі 1 мг/добу (виробник НПП «Вітан»), 5% розчин α-токоферолу у дозі 3 краплі/добу, що відповідає дозі - 5 мг/добу (виробник «Лекхім»). Слід відзначити, що не завжди  виправданим є одночасне комплексне споживання вітамінів та мікроелементів. Це пов’язано з тим, що деякі вітаміни та мікроелементи можуть сприяти або запобігати засвоєнню один одного, конкуруючи за загальні транспортні системи, а також синергічно або антагоністично діяти в організмі [89, 342, 431]. Ураховуючи ці моменти, доцільним вважали розділити прийом експериментальними тваринами вітамінів і мікроелементів за часом: аскорбінову кислоту, β-каротин та α-токоферол додавали до стандартного раціону віварію вранці, а полімікроелементний препарат – ввечері.
З’ясування ефективності запропонованого засобу корекції гомеостатичних порушень у щурів, яким тривалий час перорально вводили КМ-ОЕНФ10, проводили шляхом вирішення наступних задач:
- визначення динаміки змін «сигнальних» показників порушень стану окислювального гомеостазу при використанні стандартного харчового раціону та комплексного харчового раціону з додаванням вітамінно-мікроелементного комплексу;  
 - порівняльна оцінка значень показників при використанні стандартного та комплексного харчових раціонів;
- оцінка перспективності використання вітамінно-мікроелементного засобу корекції гомеостатичних порушень в умовах тривалої дії ОЕНФ та їх похідних на тлі стандартного харчового раціону.

Результати свідчили, що у групі тварин із запропонованим комплексним раціоном харчування на тлі перорального введення  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на 10-ту добу експерименту не відбувається статистично значущих (р=0,64), при порівнянні з контрольною групою тварин, змін з боку виведення СО2, тоді як при порівнянні з групою тварин, які споживали стандартний раціон, цей показник був достовірно (р=0,001) зниженим  в 1,3 раза (табл. 8.9).  
                                                                                                           Таблиця 8.9
Динаміка виведення двоокису вуглецю у щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

(мг/100 г маси тіла·хв, n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Ра-ціон


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Стан-дарт-

Ний
	2,35
[2,0; 2,8]


	3,24±
0,19
p<0,001
	3,35
[3,25;3,45]

p<0,001
	3,43±
0,18

p<0,001
	3,59±
0,15
p<0,001
	2,08
[2,0;2,2]

p=0,014
	1,58±
0,13 p<0,001

	Комп-лекс-

Ний
	
	2,48±
0,35

р=0,64

*р=0,001
	2,8
[2,7;3,2]
р=0,046

*р=0,016
	3,09±
0,30
р=0,006

*р=0,041
	3,4
[2,8;3,6]
р=0,009

*р=0,031
	2,81±
0,28
р=0,04

*р=0,001
	2,12±
0,25
р=0,012

*р=0,046


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном 
У наступні терміни спостереження, порівняно з контролем, спостерігали динаміку незначного поступового підвищення концентрації СО2: на 20-ту добу – в 1,2 раза (р=0,046), на 30-ту добу – в 1,3 раза (р=0,006), на 40-у добу – в 1,4 раза (р=0,009), на 50-ту добу – в 1,2 раза (р=0,04). Але по відношенню до стандартного раціону рівень виведення двооксису вуглецю на 20, 30 та 40-у добу експерименту достовірно (р=0,016, р=0,041 та р=0,031) знижувався відповідно в  1,2-1,1 раза, тоді як на 50-ту добу, навпаки, підвищувався в 1,4 раза (р=0,001). На 60-ту добу спостереження рівень СО2 по відношенню до контролю був зниженим в 1,1 раза (р=0,012), а по відношенню до стандартного харчового раціону – підвищеним в 1,3 раза (р=0,046).

Таким чином, у щурів при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 у разі споживання комплексного харчового раціону період активації окислювальних процесів з підвищенням продукції двооксису вуглецю подовжується до 50 діб, тоді як при стандартному – до 40 діб. У наступні терміни спостереження виявляються ознаки їх поступової інактивації, але при споживанні експериментальними тваринами запропонованого вітамінно-полімікроелентного комплексу вони є менш виразними (рис. 8.13).  
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           Рис. 8.13. Динаміка змін виведення двоокису вуглецю при токсифікації щурів КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 
Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат - концентрація виділеного двооксису вуглецю
У випадку споживання експериментальними тваринами запропонованого комплексного раціону на тлі перорального введення їм КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 практично не відмічали, по відношенню до контролю, змін вмісту у сироватці крові ТБК-реактантів (табл. 8.10). Відносно групи тварин зі стандартним раціоном, рівень цього показника на 10-ту добу експерименту виявився статистично недостовірним (р=0,052), тоді як на 20-ту добу відмічали незначне (в середньому в 1,2 раза), але достовірне його зниження (р=0,002). Починаючи з 30-ї доби, вміст ТБК-реактантів поступово підвищувався (р≤0,027), порівняно з контрольною групою тварин, у середньому в 1,2-1,9 раза. При цьому, по відношенню до тварин зі стандартним раціоном харчування у ці терміни спостереження, для рівня вторинних продуктів ПОЛ спостерігали достовірне зниження (р<0,001) в 1,3-1,5 раза.
Для кінцевих продуктів ПОЛ - шифових основ відмічали у випадку групи тварин з комплексним раціоном харчування відсутність на 10 та 20-ту добу експерименту будь-яких змін (р=0,875 та р=0,294) при порівнянні з контролем (табл. 8.10). По відношенню до групи тварин зі стандартним раціоном харчування у ці терміни спостереження реєстрували зниження вмісту шифових основ у сироватці крові відповідно  в 1,3 раза (р=0,036) та 1,5 раза (р=0,001). Таку динаміку змін, але більш виразну, спостерігали у наступні терміни експерименту:  зниження  (р<0,001) в 1,6 раза – на 30-ту добу; в 1,8 раза – на 40-у добу; в 2,0 раза – на 50-ту добу та майже в 2,6 раза – на 60-ту добу. По відношенню до контролю рівень сироваткових шифових основ у щурів з комплексним раціоном залишався підвищеним: на 30-ту добу – в 1,4 раза (р=0,021), на 40-у добу – в 1,6 раза (р=0,003), на 50-ту добу – в 1,8 раза (р=0,001), а на 60-ту добу – в 1,6 раза (р=0,005). 

Узагальнення отриманих результатів свідчить, що додавання до харчового раціону експериментальних тварин вітамінно-полімікроелементного комплексу значно гальмує розгортання процесу ПОЛ, що підтверджується менш виразним підвищенням у сироватці крові вмісту його вторинних і кінцевих продуктів – ТБК-реактантів і шифових основ (рис. 8.14, 8.15). Також запропонований комплексний харчовий раціон сприяє більш виразному підвищенню вторинних продуктів ПОЛ, ніж кінцевих, що свідчить про запобігання хронізації активації вільнорадикального окислення, тоді як при стандартному раціоні чітко відмічається переважання у сироватці крові щурів саме вмісту кінцевих продуктів ПОЛ – шифових основ. 

                                                                                                        Таблиця 8.10
Динаміка змін вмісту у сироватці крові щурів продуктів перекисного 

окислення ліпідів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону (n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Раціон


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	ТБК-реактанти, мкмоль/л

	Стан-дартний
	3,11±
1,21


	3,31±

0,33

p=0,43
	4,13±
0,40

p=0,02
	4,81±
0,35

p=0,01
	5,51±
0,27

p=0,003
	7,79±
0,32

p<0,001
	8,80±
0,71

p<0,001

	Комп-лексний
	
	2,96±
0,32

р=0,834

*р=0,052
	3,40±
0,28

р=0,345

*р=0,002
	3,8

[3,65;4,1]
р=0,027

*р<0,001
	4,50±
0,32

р=0,012

*р<0,001
	5,11±
0,30

р=0,01

*р<0,001
	5,89±
0,39

р=0,001

*р<0,001

	Шифові основи, ум.од./мл

	Стан-дартний
	1,61±
0,59
	2,0

[1,9;2,5]

p=0,07
	2,91±

0,45

p=0,002
	3,61±

0,38

p<0,001
	4,40±
0,33

p<0,001
	5,61±
0,35

p<0,001
	6,7

[6,4;7,3]

p<0,001

	Комп-лексний
	
	1,55

[1,45;
1,95]
р=0,875

*р=0,036
	1,91±
0,34

р=0,294
*р=0,001
	2,26±
0,29

р=0,021

*р<0,001
	2,51±
0,26

р=0,003

*р<0,001
	2,76±
0,23

р=0,001

*р<0,001
	2,6

[2,35; 2,85]
р=0,005

*р<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном                                                                               
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Рис. 8.14. Динаміка змін вмісту ТБК-реактантів у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст ТБК-реактантів 

У щурів, що вживали харчовий раціон з вітамінно-полімікроелементним комплексом на 10-ту та 20-ту добу введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 не виявлено змін вмісту у сироватці крові альдегід-ДНФГ (430 нм) при порівнянні  з контролем (р=0,674 та р=0,270 відповідно) (табл. 8.11). У наступні терміни спостереження реєстрували, що вміст цього показника при комплексному раціоні знаходився практично на одному рівні, що був в 1,4 раза вище за контрольні значення. Якщо порівнювати зі стандартним харчовим раціоном, то на 10 та 20-ту добу спостереження рівень альдегід-ДНФГ був зниженим в середньому в 1,2 раза (р=0,009), на 30-ту добу – в 1,3 раза (р=0,001), на 40-у добу максимально виразно – в 1,5 раза (р<0,001), а на 50 та 60-ту добу –  відповідно в 1,3 та 1,1 раза (р<0,001).     

[image: image33.emf]0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

5

5,5

6

6,5

7

10 20 30 40 50 60

Стандартний Комплексний КОНТРОЛЬ

 

доба спостереження

         Рис. 8.15. Динаміка змін вмісту шифових основ у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст шифових основ 
На 10 та 20-у добу перорального введення щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, які споживали запропонований комплексний раціон харчування, не спостерігали, при порівнянні з контролем та тваринами зі стандартним харчуванням, змін вмісту сироваткових кетон-ДНФГ (370 нм) (табл. 8.11).                                                                                      
                                                                                                        Таблиця 8.11
Динаміка змін вмісту карбонільних продуктів окислення білків 
сироватки крові щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 

у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

(n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Раціон


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Альдегід-ДНФГ (430 нм), од. опт. щільності/г білка

	Стан-дартний
	2,79±
0,74


	3,14±
0,74

p=0,318
	3,6
[3,1;3,9]

р=0,066
	4,80±
0,39

p=0,001
	6,1
[5,6;6,3]

р=0,001
	5,30±
0,29

p=0,001
	4,54±
0,52

p=0,0011

	Комп-лексний
	
	2,5
[2,5; 2,7]
р=0,674

*р=0,009
	3,21±
0,34

р=0,270

*р=0,208
	3,8
[3,6; 4,2]
р=0,006

*р=0,001
	3,99±
0,33

р=0,003

*р<0,001
	4,03±
0,31

р=0,002

*р<0,001
	3,76±
0,30
р=0,01
*р=0,01

	Кетон-ДНФГ(370 нм), од. опт. щільності/г білка

	Стан-дартний
	33,8±
3,61
	34,6±
3,01

р=0,637
	36,1±
3,24

р=0,172
	43,8±
3,19

р<0,001
	58,1±
3,10

р<0,001
	77,7±
2,34

р<0,001
	71,8±
4,44

р<0,001

	Комп-лексний
	
	36,0

[31,9; 38,3]
р=0,294

*р=0,674
	34,5±
2,66

р=0,874

*р=0,204
	39,6±
2,17

р=0,004

*р=0,012
	44,3±
2,76

р<0,001

*р<0,001
	41,2
[39,6; 45,9]
р<0,001

*р<0,001
	40,3±
3,27

р=0,003

*р<0,001


Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном 
На 30 та 40-у добу спостереження у групі щурів з комплексним раціоном харчування  вміст кетон-ДНФГ статистично значуще (р≤0,004) збільшувався по відношенню до контрольної групи тварин в середньому в 1,2-1,3 раза, тоді як по відношенню до групи тварин зі стандартним харчовим раціоном, навпаки, був незначно, але достовірно зниженим в 1,1-1,3 раза (р≤0,012). Аналогічну тенденцію спостерігали й у подальші терміни експерименти. Слід відзначити суттєве зниження (р<0,001) рівня кетон-ДНФГ у випадку додавання запропонованого вітамінно-полімікроелементного комплексу в 1,8-1,9 раза, по відношенню до стандартного, саме на 50 та 60-ту добу спостереження.    

Отже, у щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на тлі стандартного харчового раціону протягом 40 діб у сироватці крові переважають маркери фрагментації білків - альдегід-ДНФГ над маркерами агрегації білків - кетон-ДНФГ. У наступні терміни спостереження, навпаки, суттєво збільшується нейтральні кетон-ДНФГ. Якщо щурів, токсифікованих цим КБ, перевести на раціон з додаванням запропонованого вітамінно-полімікроелементного комплексу, спостерігається переважання маркерів фрагментації білків - альдегід-ДНФГ над маркерами агрегації білків - кетон-ДНФГ протягом усього терміну дослідження (рис. 8.16, 8.17). Такі результати свідчать про те, що під впливом КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 у щурів із запропонованим комплексним раціоном харчування оксидативний стрес не переходить у розвинену стадію та носить зворотний характер. Також слід зазначити, що переважання альдегід-ДНФГ підтверджує наявність  фрагментації білків з утворенням середніх і низькомолекулярних фрагментів. Даний процес супроводжується, як правило, інтенсифікацією метаболічних процесів і відображується на можливості відновлення рівня білків в крові та тканинах.

На 20-ту добу перорального введення щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на тлі комплексного харчового раціону відзначили статистично значуще (р=0,018), порівняно з контрольною групою тварин, підвищення активності еритроцитарної СОД в середньому в 1,3 раза, тоді як порівняно з групою щурів, які споживали стандартний раціон, змін активності ферменту практично не відбувається (р=0,495) (табл. 8.12). 
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Рис. 8.16. Динаміка змін вмісту основних альдегід-динітрофенілгідразонів (430 нм) у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст альдегід-ДНФГ
У попередній термін спостереження (на 10-ту добу) активність СОД у випадку споживання щурами раціону з додаванням запропонованого вітамінно-миікроелементного комплексу при порівнянні з контролем практично не змінюється (р=0,066), а при порівнянні зі стандартним раціоном активність ферменту достовірно (р<0,001) знижується в 1,4 раза. На 30 та 40-у добу вживання експериментальними тваринами комплексного раціону також сприяло достовірному, по відношенню до контролю, підвищенню (р=0,014 та р=0,021 відповідно) активності СОД в середньому в 1,4 та 1,3 раза. При цьому на 30-ту добу спостереження активність ферменту у тварин з комплексним харчовим раціоном практично дорівнює активності у щурів зі стандартним раціоном (р=0,172). На 40-у добу у щурів, токсифікованих КБ, реєстрували на тлі додавання до раціону вітамінно-полімікроелементного комплексу підвищення (р<0,001) активності СОД в 2,0 раза по відношенню до раціону з його відсутністю. На 50 та 60-ту добу експерименту зберігалась аналогічна динаміка змін активності СОД (підвищення в 1,9 та 1,5 раза, р<0,001), але по відношенню до контролю активність ферменту статистично значуще не змінювалась (р=0,172 та р=0,093).
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Рис. 8.17. Динаміка змін вмісту нейтральних кетон-динітрофенілгідразонів (370 нм) у сироватці крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

 Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – вміст кетон-ДНФГ 
Що стосується динаміки змін каталази крові, то на 10, 20, 30 та 40-у добу експерименту його активність у групі щурів, яким вводили КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 та запропонували при цьому комплексний раціон харчування (р≤0,003), була достовірно підвищеною в середньому в 1,3 раза по відношенню до контролю (табл. 8.12). При порівнянні з групою тварин зі стандартним раціоном харчування на 10 та 20-ту добу спостерігали достовірне (р<0,001) зниження активності каталази крові в середньому в 1,4 та 1,2 раза, тоді як на 30, 40, 50 та 60-ту добу, навпаки її підвищення (р≤0,003) відповідно в 1,1; 1,9; 1,8 та 1,8 раза. Слід відзначити, що на 50 та 60-ту добу спостереження достовірних змін з боку активності каталази крові при порівнянні з контрольною групою тварин не виявлено (р=0,207 та р=0,172).
Отже, при дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 у щурів, які споживають на тлі стандартного раціону харчування вітамінно-полімікроелементний комплекс протягом 50 діб визначаються ознаки активації антиоксидантних ферментів, відповідальних за видалення первинних АФК – супероксидних аніон-радикалів і перекису водню; тоді як у групі щурів, що споживають лише стандартний раціон віварію це відбувається протягом 10-30 діб з наступною їх суттєвою інактивацією (рис. 8.18, 8.19). 
Для з’ясування рівня балансу між антиоксидантами та прооксидантами при дії на щурів КМ-ОЕНФ10  у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону розрахували АПІ (рис. 8.20). У випадку стандартного раціону  у експериментальних тварин до 20-25-ї доби дії КБ відбувається зсув у бік активації антиоксидантних ресурсів, а у подальші терміни дії  - зсув у бік ліпопероксидації. У випадку комплексного раціону зсув оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік активації антиоксидантного потенціалу подовжується до 30-35 діб, але при цьому слід зазначити, що у подальші терміни експерименту активація процесів ліпопероксидації значно зменшена, ніж у випадку стандартного харчового раціону.

                                                                                                                         Таблиця 8.12

Динаміка змін активності супероксиддисмутази еритроцитів та каталази крові щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону (n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Раціон


	Контроль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Супероксиддисмутаза, ммоль/хв(г гемоглобіну

	Стан-дартний
	13,9
[10,8;
18,1]


	24,6
[21,0;
25,6]
p<0,001
	19,5
[17,1;
20,2]
р=0,021
	18,1±
1,64

p=0,046
	9,65±
0,95

р=0,002
	8,51±
0,90

p=0,001
	7,89±
0,80

p=0,001

	Комп-лексний
	
	17,9±
2,08

р=0,066

*р<0,001
	19,7±
2,68

р=0,018

*р=0,495
	20,1±
3,03

р=0,014

*р=0,172
	19,5
[15,4;
20,3]
р=0,021

*р<0,001
	15,4
[14,8;
18,3]
р=0,172

*р<0,001
	11,5±
2,52

р=0,093

*р<0,001

	 Каталаза, мкмоль/хв(г гемоглобіну

	Стан-дартний
	442±
75,7


	763±
3,85

p<0,001
	681±
4,44

p<0,001
	511±
3,81

p=0,039
	302±
4,38

p<0,001
	271±
3,80

p<0,001
	211±
3,91

p<0,001

	Комп-лексний
	
	559±
30,0
р=0,002

*р<0,001
	594
[574;
611]
р=0,001
*р<0,001
	571±
39,1

р=0,002

*р=0,003
	572
[528;
593]
р=0,003

*р<0,001
	493±
24,8
р=0,207

*р<0,001
	383
[372;
404]
р=0,172
*р<0,001


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном 
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Рис. 8.18. Динаміка змін активності супероксиддисмутази еритроцитів щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – активність СОД 
У щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, які споживали комплексний харчовий раціон, спостерігали відсутність статистично значущих, при порівнянні з контролем,  змін вмісту сульфгідрильних груп у білках мембран еритроцитів на 10 та 20-ту добу спостереження (р=0,208 та р=0,115) (табл. 8.13). 
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Рис. 8.19. Динаміка змін активності каталази крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – активність каталази 

По відношенню до групи тварин зі стандартним раціоном вміст HS-груп незначно, але достовірно (р≤0,004), знижувався в середньому в 1,1 раза. Починаючи з 30-ї та до 50-ї доби, у щурів з комплексним харчовим раціоном, по відношенню до контролю, рівень сульфгідрильних груп незначно підвищувався в середньому в 1,1 раза (р≤0,031), а на 60-ту добу – дещо знижувався (р=0,016). При порівнянні з тваринами, що споживали на тлі токсифікації КБ стандартний раціон, реєстрували підвищення (р≤0,001) вмісту сульфгідрильних груп: на 30-ту добу – в 1,3 раза, на 40-у добу – в 1,4 раза, на 50 та 60-ту добу – в 2,2 раза. На цьому тлі виявили узгоджену динаміку змін рівня дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів. 
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Рис. 8.20. Динаміка змін антиоксидантно-прооксидантного індекса  (співвідношення активності каталази до вмісту ТБК-реактантів) у щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

 Примітка: по осі абсцис – доба спостереження, по осі ординат – значення АПІ 

На 10-ту спостереження у випадку групи тварин з комплексним раціоном не виявили статистично значущих (р=0,104) змін вмісту -S-S-зв’язків при порівнянні з контролем, тоді як по відношенню до групи тварин зі стандартним раціоном спостерігали його достовірне (р=0,001) підвищення в середньому в 1,4 раза. 
                                                                                                                   Таблиця 8.13
Динаміка змін вмісту тіолових груп і дисульфідних зв’язків  

у білках мембран еритроцитів щурів при пероральному введенні 

КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 
(n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Раціон


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	HS-групи, нмоль/мг білка

	Стан-дартний
	138±
10,5


	151±
2,73

p=0,031
	146±
2,78

p=0,093
	118±
3,38

p<0,001
	116±
2,78

p<0,001
	68,5±
4,21

p<0,001
	57,4±
2,56

p<0,001

	Комп-лексний
	
	140±
2,12

р=0,208

*р<0,001
	143

[142;
145]
р=0,115

*р=0,004
	151
[148;
153]
р=0,031

*р<0,001
	156
[155;
160]
р=0,005

*р=0,001
	153±
2,97

р=0,016

*р<0,001
	129±
3,07

р=0,016

*р<0,001

	 S-S-зв’язки, нмоль/мг білка

	Стан-дартний
	22,1±
4,65

	13,6±
2,36

p=0,001
	16,7±
2,10

p=0,006
	31,3

[26,3;

35,0]

p=0,009
	32,4±
2,82

p=0,002
	49,9±
3,69

p=0,001
	62,6±
4,27

p<0,001

	Комп-лексний
	
	19,6±
2,08

р=0,104

*р=0,001
	18,5
[17,3;
20,3]
р=0,046

*р=0,059
	18,0±
2,24

р=0,021

*р<0,001
	16,5±
1,84

р=0,003

*р<0,001
	17,8±
2,87

р=0,027

*р<0,001
	31,1
[27,8;
34,1]
р=0,036

*р<0,001


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном 
На 20-ту добу спостерігали достовірне (р=0,046) зниження в середньому в 1,1 раза рівня -S-S-зв’язків порівняно з контролем, тоді як  порівняно зі стандартним раціоном достовірних не змін не відмічалось (р=0,059). На 30, 40 та 50-ту добу експерименту вміст дисульфідних зв’язків був статистично значуще зниженим в середньому в 1,2-1,3 раза по відношенню до контролю (р≤0,027) та більш виразно по відношенню до групи тварин зі стандартним харчовим раціоном – в середньому в 1,7-2,8 раза (р<0,001). На 60-ту добу рівень цього показника виявився достовірно збільшеним в 1,4 раза порівняно з контролем (р=0,036) та зниженим в 2,0 раза порівняно зі стандартним раціоном (р<0,001).
Таким чином, у разі перорального введення щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на тлі стандартного раціону віварію протягом 20 діб у стані тіолдисульфідної системи відмічаються ознаки превалювання процесів відновлення над процесами окислення, що можна трактувати як активацію захисно-пристосувальних реакцій на дію КБ. Після 20-ти добової токсифікації у щурів виникають ознаки їх зриву, про що підвтерджується  превалюванням окислювальних процесів над відновлювальними. Додавання до стандартного харчового раціону запропонованого вітамінно-полімікроелементного комплексу значно покращує стан тіолдисульфідної системи, що підтверджується превалюванням процесів відновлення над процесами окислення протягом 50 діб (рис. 8.21).
За тестовим показником адаптаційних резервів в організмі - тіолдисульфідним коефіцієнтом у щурів, токсифікованих КБ у дозі 1/100 ДЛ50 чітко виокремлюється наступна картина. Первинні зміни в тіолдисульфідній системі характеризуються  підвищенням протягом 50 діб ТДК, тобто зсувом редокс-рівноваги у бік відновлення, які переходять у зміни протилежної спрямованості - зниження ТДК або зсув редокс-рівноваги у бік окислення - лише на 60-ту добу, що свідчить про більш тривалий час підтримки адаптаційних резервів у експериментальних тварин (табл. 8.14; рис. 8.22).                                                                                                             
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Рис. 8.21. Динаміка змін вмісту тіолових груп і дисульфідних зв’язків  у білках мембран еритроцитів щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

 Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – вміст HS-груп та -S-S-зв’язків; контроль 1 – для вмісту  HS-груп; контроль 2 – для вмісту -S-S-зв’язків

Результати свідчили, що у групі тварин із запропонованим комплексним раціоном харчування на тлі перорального введення  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 протягом всього експерименту відзначається достовірне (р≤0,003), при порівнянні з контрольною групою тварин, підвищення інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові в середньому в 1,1-1,3 раза (табл. 8.15). При порівнянні з групою тварин, які споживали стандартний раціон, цей показник виявився статистично значуще (р<0,001) зниженим на 10-ту добу -   в 1,4 раза, на 20-ту добу – в 1,6 раза, на 30-ту добу – в 1,4 раза, на 40-у добу – в 1,3 раза, на 50-ту добу в 1,4 раза, тоді як на 60-ту добу підвищеним в 1,3 раза.   

                                                                                                        Таблиця 8.14
Динаміка змін тіолдисульфідного коефіцієнта для мембран еритроцитів щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону (ум.од., n=8; Ме [25%; 75%] або М±s)
	Раціон


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Стан-дартний
	6,51±
1,33

	10,9

[9,6; 12,8]

p=0,001
	8,83±
1,13

p=0,002
	3,8

[3,4; 4,6]

p=0,005
	3,5

[3,3; 3,9]

p=0,001
	1,38±
0,16

p<0,001
	0,92±
0,10

p<0,001

	Комп-лексний
	
	7,2

[6,7;
7,4]
р=0,036

*р<0,001
	7,64±
0,71

р=0,016

*р=0,059
	8,44±
1,03

р=0,005

*р<0,001
	9,61±
1,06

р=0,001

*р<0,001
	8,82±
1,55

р=0,005

*р<0,001
	4,1

[3,8;
4,5]
р=0,003

*р<0,001


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном 
У цілому за динамікою інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові (а також за вмістом продуктів ПОЛ та окислювальної модифікації білків, рівнем компонентів тіолдисульфідної системи, активністю антиоксидантних ферментів) у  щурів можна припусти виникнення наступних станів при вживанні комплексного харчового раціону на тлі пероральному введення  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50: стан активації (до 40 діб), стан напруження (після 40-ї доби токсифікації  до 60-ї доби) редокс-регуляторних процесів, тоді як у  випадку вживання стандартного раціону стан активації відмічається до 20-доби, стан напруження після 20-ї доби по 50-ту добу та стан зриву (після 50-ї доби) редокс-регуляторних процесів (рис. 8.23).    
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           Рис. 8.22. Динаміка змін тіолдисульфідного коефіцієнта при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону 

 Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – ТДК

Таким чином, отримані результати свідчать, що порушення стану окислювального гомеостазу у бік розвитку оксидативного стресу сильніше виражено у щурів, які не отримують у харчовому раціоні запропонований  вітамінно-мікроелементний комплекс. У разі споживання останнього у тварин має місце тенденція в суттєвому покращенні динаміки змін «сигнальних» показників порушень окислювального гомеостазу і, отже, менш виразним розвитком оксидативного стресу, більш тривалим підвищенням адаптаційних реакцій, відстрочкою зміщення оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів. Це підтверджує доцільність використання вітамінно-полімікроелементного комплексу на тлі інтоксикації ОЕНФ та їх похідними. 

                                                                                                                  Таблиця 8.15
Динаміка змін інтенсивності індукованої перекисом водню хемілюмінесценції сироватки крові щурів при пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 залежно від харчового раціону (імп/с, n=8; М±s)
	Раціон


	Конт-роль
	Доба спостереження

	
	
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Стан-дарт-

ний
	700±

20,3

	994±

10,3
р=0,002
	1240±

6,55

р<0,001
	1196±

9,50

р<0,001
	1150±

6,64

р<0,001
	1155±

5,30

р<0,001
	597±

1,30

р<0,001

	Комп-лекс-

ний
	
	731
[721;
745]
р=0,003

*р<0,001
	790±
11,3

р<0,001

*р<0,001
	835±
3,82

 р<0,001

*р<0,001
	898±
4,05

р<0,001

*р<0,001
	845±
5,23

 р<0,001

*р<0,001
	806
[802;
809]
р<0,001

*р<0,001


 Примітка: р – рівень значущості порівняно з контролем; *р - рівень значущості порівняно зі стандартним харчовим раціоном                                              
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         Рис. 8.23. Динаміка змін інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові щурів при токсифікації КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  
Примітка: по осі абсцис – доба  спостереження, по осі ординат – інтенсивність ХЛ
На підставі результатів, наведених у даному розділі роботи, можна зробити наступні висновки.
 1. Адаптивний процес у щурів у відповідь на тривалу токсифікацію КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  виникає на тлі розвитку оксидативного стресу, що характеризується утворенням активних форм кисню, посиленням реакцій вільнорадикального окислення біосубстратів при виснаженні антиоксидантних ресурсів, порушенні редокс-сигналізації та пошкодженні макромолекул.
2. У результаті комплексного динамічного дослідження змін «сигнальних» показників встановлено характерні закономірності у стані окислювального гомеостазу та резервних можливостей організму щурів у відповідь на тривалу дію КМ-ОЕНФ10 залежно від дози: тривала дія 1/10 ДЛ50 супроводжується виникненням стану активації адаптаційних реакцій у перші 10 діб, їх напруженням до 40-ї доби та зривом після 40-ї доби токсифікації; тривала дія 1/100 ДЛ50 супроводжується виникненням стану активації адаптаційних реакцій у перші 20 діб, їх напруженням до 50-ї доби та зривом після 50-ї доби токсифікації.

3. Стан активації неспецифічних адаптаційних реакцій у щурів у відповідь на дію КМ-ОЕНФ10 у загальному плані підтверджується генерацією активних форм кисню (можливих потенційних месенджерів при передачі регуляторного сигналу від міжклітинних сигнальних молекул та їх мембранних рецепторів на внутрішньоклітинні регуляторні системи, що контролюють експресію генів, які кодують захисні системи), незначним підвищенням ТБК-реактантів, шифових основ, маркерів фрагментації білків – альдегід-динітрофенілгідразонів, активацією тіолдисульфідної системи у бік збільшення тіолових груп, підвищенням інтенсивності хемілюмінесценції сироватки крові на тлі збільшення активності супероксиддисмутази еритроцитів, каталази крові.

4. Стан напруження неспецифічних адаптаційних реакцій у щурів у відповідь на дію КМ-ОЕНФ10 у загальному плані підтверджується формуванням ознак зсуву прооксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік прооксидантів (підвищенням шифових основ, ТБК-реактантів, карбонільних груп окисно-модифікованих білків, продукції двооксису вуглецю, переважанням дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів над тіоловими групами при поступовому зниженні активності антиоксидантних ферментів) на тлі можливої відміни запуску редокс-чутливих сигнальних систем та нівелювання месенджерної функції активних форм кисню.
5. Стан зриву неспецифічних адаптаційних реакцій у щурів у відповідь на дію КМ-ОЕНФ10 у загальному плані підтверджується суттєвим стійким накопиченням кінцевих продуктів перекисного окислення ліпідів – шифових основ, маркерів агрегації білків - кетон-динітрофенілгідразонів, суттєвим переважанням дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів над тіоловими групами, зниженням інтенсивності хемілюмінесценції сироватки крові, виведення кінцевого продукту окислення - двоокису вуглецю при виснаженні активності антиоксидантних ферментів - супероксиддимсмутази етрироцитів та каталази крові; можливою дезактивацією ядерних факторів транскрипції через інгібування редокс-сигналізації.
6. Додавання до стандартного харчового раціону експериментальних тварин, токсифікованих КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, аскорбінової кислоти, α-токоферолу, β-каротину та полімікроелементного препарату  призводить до суттєвого покращення динаміки змін «сигнальних» показників порушень окислювального гомеостазу, менш виразного розвитку оксидативного стресу, більш тривалого підвищення адаптаційних реакцій, відстрочки зсуву оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів, що доведено в експерименті. Запропонований захід корекції може бути рекомендований до використання у медицині захворювань хімічної етіології, впровадження в практику роботи профпатологічної служби, профільних науково-дослідних інститутів з метою надання медичної допомоги особам, безпосередньо  контактуючим з ОЕНФ та їх похідними.  

Результати даного розділу дослідження опубліковано у наступних фахових виданнях.
1. Сучасні уявлення про механізми адаптації до дії ксенобіотиків / О. А. Наконечна, Д. І. Маракушин, С. О. Стеценко [та ін.] // Експериментальна і клінічна медицина. - 2013. - № 4 (61). – С. 29-33.

2. Жуков В.И. Системно-антисистемные взаимодействия у белых крыс в условиях длительного влияния детергентов в субтоксических дозах / В.И. Жуков, Д. И. Маракушин // Научно теоретический и практический журнал «Оралдын, гылым жаршысы». -  2015. - № 16 (147). – С. 11-21.  
РОЗДІЛ 9

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Останнім часом в Україні проблема негативного впливу хімічних забруднювачів довкілля на стан здоров'я людини набуває все більшої актуальності [18, 55, 73, 115, 122, 337]. Доведено, що чужорідні хімічні речовини прямо або побічно можуть призводити до перенапруження, зриву захисних функцій й адаптаційних  резервів  організму, що супроводжується, як правило, розвитком гострих і хронічних патологічних процесів [122, 124, 167, 344]. Дослідження механізмів їх дії, розробка  науково обґрунтованих діагностичних програм і виявлення об’єктивних прогностичних критеріїв перебігу патологічних процесів стає однією з пріоритетних задач сучасної медицини, зокрема патофізіології. Центральною проблемою останньої є визначення рівня переходу фази фізіологічної адаптації у фазу компенсованого патологічного процесу [71]. Гостра необхідність вирішення цієї проблеми  особливо виникає при прогресуючому забрудненні довкілля, погіршенні здоров’я людини та ґрунтується на фізіологічному обґрунтуванні критеріїв, що  визначають початок стану декомпенсації функцій організму, зокрема при надходженні токсичних речовин.
 До числа пріоритетних забруднювачів навколишнього середовища відносяться ОЕНФ та їх похідні, які за фізико-хімічними властивостями та будовою молекул належать до неіоногенних та аніонактивних синтетичних поверхнево-активних речовин. Значні об’єми виробництва цих хімічних речовин, широкий спектр використання у різних галузях народного господарства, присутність у водних об’єктів довкілля, у тому числі джерелах водопостачання населення, завдяки надходженню у складі промислових і побутових стічних вод, є вагомими причинами впливу на організм зі змінами важливих параметрів його функціонування. Механізми дії ОЕНФ та їх похідних на організм  вивчено недостатньо, а саме їх розкриття є, з одного боку, надійною основою для адекватної регламентації вмісту в об’єктах довкілля, а з іншого, для обґрунтування профілактичних заходів щодо захисту здоров’я населення. Останнім часом все більшої поширеності набуває принцип системності реагування організму, що ґрунтується на встановленні переважаючої дії чужорідних хімічних речовин на ту чи іншу систему забезпечення гомеостазу. У зв'язку з цим, у вивченні ОЕНФ та їх похідних доцільним вважали оцінити, перш за все, стан тих систем, які найбільш чутливо реагують на надходження КБ в організм. 
Дана робота ґрунтується на вирішенні двох актуальних наукових напрямів, покладених в основу мети і задач: розкрити патофізіологічні механізми структурно-метаболічних і функціональних порушень у щурів за умов тривалого перорального введення ОЕНФ, КМ-ОЕНФ та обґрунтувати засоби їх патогенетичної корекції. Для їх реалізації наприкінці підгострого експерименту (тривалістю 45 діб) провели оцінку динаміки змін основних показників стану специфічної  та  неспецифічної імунної  резистентності організму експериментальних тварин, стану процесів нейрогуморальної регуляції, білкового та мінерального обмінів, окислювального гомеостазу, клітинних мембран, а також енергетичних процесів за вмістом у печінці аденілових нуклеотидів та активністю дихального ланцюга у мітохондріальній фракції гепатоцитів. Результати цих досліджень піддавали математичному аналізу з метою виявлення «сигнальних» показників  структурно-метаболічних і функціональних порушень в організмі щурів. У подальшому за змінами у динаміці спостереження «сигнальних» показників оцінювали стан неспецифічних адаптивних реакцій на введення хімічних речовин та апробовували запропоновані заходи щодо їх корекції. 
Згідно з метою та задачами роботи опрацьовано методично визначену програму досліджень із застосуванням адекватних інформативних методів, основними етапами якої було оцінити:

- стан імунної системи за лейкоцитарною формулою, вмістом  субпопуляцій лімфоцитів, імуноглобулінів, цитокінів, білків гострої фази (гаптоглобіну, церулоплазміну, фібриногену), лізоциму та фагоцитарною активністю нейтрофілів;
- активність процесів нейрогуморальної регуляції за вмістом у головному мозку щурів ДОФА, дофаміну, норадреналіну, серотоніну, триптофану, глутамату, аспартату, гліцину, ГАМК та гормональним спектром сироватки крові;
- стан білкового обміну за рівнем у сироватці крові амінокислот, пірувату, γ-амінобутирату, таурину, орнітину, загального білка, сечовини, креатиніну, альбуміну;

- стан мінерального обміну за вмістом у сироватці крові та еритроцитах калію, натрію, кальцію, магнію, фосфору, заліза, цинку, міді, марганцю;
- стан оксидантно-антиоксидантної системи за рівнем продуктів перекисного окислення ліпідів та окисної модифікації білків, метаболітів оксиду азоту; активністю супероксиддисмутази еритроцитів та каталази крові;
- стан клітинних мембран за фосфоліпідним складом і проникністю мембран еритроцитів; плинністю мембран еритроцитів і лімфоцитів;

-  активність мікросомального окислення та окисно-відновлювальних процесів за швидкістю споживання кисню та окисленням НАДФН2, вмістом цитохромів Р-450 та b5, активністю НАД(Ф)Н-цитохром с – редуктаз та о-деметилази у мікросомальній фракції гепатоцитів; вмістом тіолових і дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів;

- стан енергетичних процесів за вмістом АТФ, АДФ, АМФ у печінці та активністю дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів.  

У роботі використано зразки речовин з регламентованими фізико-хімічними характеристиками: ОЕНФ з числом оксиетильованих груп 4, 6, 8, 10, 12 (ОЕНФ4, 6, 8, 10, 12) та КМ-ОЕНФ з числом оксиетильованих груп 4, 5, 6, 10 (КМ-ОЕНФ4, 5, 6, 10). Експерименти проведено на статевозрілих щурах-самцях лінії WAG, масою 180-220 г, яких піддавали пероральній затравці за допомогою зонда водними розчинами речовин щоденно одноразово протягом 45 діб у дозах 1/10, 1/100 і 1/1000 ДЛ50.  Середньолетальні дози становлять для  ОЕНФ4 – 5,8 г/кг; ОЕНФ6 – 4,2 г/кг; ОЕНФ8 – 5,1 г/кг; ОЕНФ10 – 4,3 г/кг;  ОЕНФ12 – 3,4 г/кг; КМ-ОЕНФ4 – 6,1 г/кг; КМ-ОЕНФ5 – 2,8 г/кг; КМ-ОЕНФ6 – 2,2 г/кг; КМ-ОЕНФ10 – 3,2 г/кг маси тіла. За параметрами токсичності ОЕНФ та їх похідні відносяться до помірно- та малотоксичних речовин (3-4 клас небезпеки).

Слід зазначити, що введення речовин у дозі 1/1000 ДЛ50 не викликає змін досліджуваних показників у щурів, що дозволяє її визначити як недіючу. Доза 1/10 ДЛ50 виявляється для всіх речовин токсичною, а 1/100 ДЛ50 – діючою. 

Динаміку змін показників, передбачених програмою дослідження, в дослідних групах тварин оцінювали по відношенню до контрольної групи.
Зовнішньому впливу, зокрема хімічному, однією з перших піддається  імунна система, яка відіграє важливу роль у формуванні адаптаційних і захисних реакцій організму. Напруження стану імунної системи  так чи інакше призводить до порушення функціонування інших систем і виникнення патології [92, 112, 113, 114, 119, 127, 282, 352]. Розкриття патофізіологічних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних вважали доцільним розпочати саме зі стану імунної системи у піддослідних тварин.
Тривалий вплив досліджуваних речовин викликає у щурів виразну  лімфоцитопенію, що свідчить про розвиток імунодефіцитного стану. Крім того, у периферичній крові експериментальних тварин відбуваються зміни відносного вмісту загальної популяції Т-лімфоцитів (СD3), Т-хелперів/індукторів (СD4), Т-цитотоксичних лімфоцитів/супресорів (СD8) і В-лімфоцитів (СD19). Так, наприклад, ОЕНФ10 і КМ-ОЕНФ5, 6, 10 у діючій дозі 1/100 ДЛ50 знижують рівень Т-лімфоцитів, що свідчить про дефіцит Т-клітинних механізмів захисту. Серед імунорегулюючих субпопуляцій Т-лімфоцитів також спостерігається зниження  в середньому в 1,5 раза Т-хелперів, Т-супресорів.  На 45-ту добу токсифікації тварин  визначається тенденція до зниження відносного вмісту СD19-лімфоцитів (особливо у випадку ОЕНФ10, КМ-ОЕНФ5, 6, 10 – у середньому в 1,5-2,0 раза), що свідчить про формування недостатності гуморального ланцюга імунітету. У цілому можна стверджувати про порушення Т-клітинного ланцюга імунітету щурів при тривалому пероральному введенні досліджуваних хімічних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50, що виявляється зниженням загальної кількості лейкоцитів і лімфоцитів у периферичній крові, відсоткового вмісту зрілих Т-лімфоцитів за рахунок Т-хелперів-індукторів і Т-супресорів/цитотоксичних клітин. Зміна загальної кількості лейкоцитів відображує, як правило, стан кровотворних органів та їх реакцію на шкідливі впливи. Зменшення числа білих клітин крові (  лейкопенія ( може бути наслідком пригнічення функції кровотворних органів, їх виснаження або підвищеного розпаду лейкоцитів. Зниження кількості Т-лімфоцитів та їх субпопуляцій також  характеризує недостатність клітинного ланцюга імунітету та зниження резистентності організму до дії досліджуваних хімічних речовин. Підвищення імунорегуляторного індекса у випадку найбільш токсичних натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  КМ-ОЕНФ5, 6 у дозі 1/100 ДЛ50 свідчить про переважне пригнічення продукції СD8-лімфоцитів.  

В-лімфоцити характеризуються наявністю на їх поверхні рецепторів для розпізнавання антигенів, основу яких складають молекули імуноглобулінів. Взаємодія рецептора з антигеном ініціює диференціювання В-лімфоцитів у плазматичні клітини, які секретують імуноглобуліни. Порушення функціонування В-лімфоцитів може призвести до зниження антитілоутворення. Тривалий вплив ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 супроводжується зниженням у сироватці крові рівня Ig А в середньому в 1,5-3,0 раза, що підтверджує формування недостатності гуморального та місцевого імунітету. Досліджувані речовини сприяють зменшенню вмісту IgМ в 1,5-2,0 раза. Оскільки IgМ з’являються на першому етапі імунної відповіді та знаходяться в основному в судинному руслі, вони відіграють важливу захисну роль на ранніх стадіях токсемії. Виявлене зниження вмісту IgМ за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних на організм експериментальних тварин також свідчить про недостатність гуморального імунітету, порушення їх синтезу або посилення катаболізму. На 45-ту добу токсифікації тварин відзначється зниження у сироватці крові рівня  IgG (для дози 1/10 ДЛ50 – в 1,4-2,0 раза, а 1/100 ДЛ50 – в середньому в 1,2-1,3 раза), що відображує виснаження захисної ролі антитіл цього класу.   
Адекватна імунна відповідь ґрунтується на балансі клітинно-опосередкованих і гуморальних імунних реакцій, розвиток яких підтримується та регулюється цитокінами [51, 134, 143, 339, 373]. Тривале пероральне введення щурам ОЕНФ та їх похідних у діючій дозі 1/100 ДЛ50 порушує цитокіновий профіль сироватки крові. Це підтверджується зниженням рівня ІЛ-1β (в середньому в 1,4-2,0 раза), ІЛ-2 (в 1,3-2,0 раза), ІЛ-4 (в 1,3-2,0 раза), ІЛ-6 (в 1,6-1,8 раза), ІЛ-8 (в 1,7-2,4 раза). Прозапальний цитокін ІЛ-1β має чисельні загальні ефекти, сприяє розвитку системного характеру патологічного процесу шляхом формування аутоантитіл і підвищення концентрації у крові С-реактивного білка. Його зниження є важливим діагностичним критерієм хронічного перебігу запального процесу в організмі. Цитокін ІЛ-2 розглядається як регуляторний, здатний компенсувати прояви імунної недостатності, відновлювати баланс Т-хелперів, що призводить до регуляції продукції проти- та прозапальних цитокінів. Зниження його продукції за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних є підтвердженням виникнення Т-клітинного імунодефіциту. До маркерів аутоімунних і алергійних процесів відноситься ІЛ-4, який обумовлює активацію гуморального ланцюга імунної системи, стимулює проліферацію та диференціювання В-клітин, синтез загального IgЕ, а також інгібує моноцити й макрофаги, продукцію ФНП-α. Виявлене зниження секреції ІЛ-4 може супроводжуватися пригніченням процесу антигенної стимуляції Т- і В-лімфоцитів, макрофагів, тучних клітин, базофілів, стромальних клітин, гемопоетичних попередників тощо.  Біологічна роль ІЛ-6, по-перше, полягає в індукції відновлювальних механізмів та активації імунного захисту (активація та диференціювання Т-клітин, визрівання В-клітин, посилення гемопоезу). Поряд з цим також відома гальмівна дія ІЛ-6 на запальну реакцію шляхом гальмування синтезу ряду прозапальних субстанцій, в тому числі ФНП-α.  Виявлене зменшення рівня ІЛ-6 за умов тривалої дії досліджуваних хімічних речовин може призвести до пригнічення їх функціональної активності та зниження гуморальної імунної відповіді. Цитокін ІЛ-8 продукується моноцитами та макрофагами, виконує роль індуктора гострих запальних реакцій, викликаючи експресію молекул міжклітинної адгезії та посилюючи адгезію нейтрофілів до ендотеліальних клітин і субендотеліальних матричних білків, що свідчить про його основну роль в опосередкуванні запальної відповіді. Зниження його продукції при тривалій дії ОЕНФ та їх похідних є однією з причин пригнічення клітинного та гуморального імунітету. До цитокінів з виразним протизапальним ефектом відноситься ІЛ-10, що продукується Т-клітинами і розглядається як антагоніст ряду інших цитокінів. ІЛ-10 пригнічує продукцію прозапальних цитокінів, проліферативну відповідь Т-клітин на антигени і мітогени, а також зменшує секрецію активованими моноцитами ІЛ-1β, ФНП-α, ІЛ-6. Але одночасно ІЛ-10 може стимулювати синтез IgE. У результаті він сприяє розвитку гуморальної складової імунної відповіді. За умов тривалої дії досліджуваних КБ у дозі 1/100 ДЛ50 на організм щурів також відзначається зниження рівня цього цитокіну у сироватці крові в середньому в 1,3-2,0 раза, що вказує на порушення функціонального стану захисних систем. 
У імунометаболічному плані важливе значення мають результати щодо вмісту ФНП-α. У сироватці крові щурів на 45-ту добу перорального введення досліджуваних хімічних речовин вміст цього показника також знижується в середньому в 1,2-1,6 раза. ФНП-α продукується як клітинами імунної системи (В- і Т-лімфоцитами, базофілами, еозинофілами, дендритними клітинами, NK-клітинами, нейтрофілами), так й іншими типами клітин (астроцитами, фібро-бластами, гліальними клітинами, кератиноцитами), однак основними продуцентами є моноцити та тканинні макрофаги. Низькі рівні ФНП-α за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних можуть бути пов’язані з недостатньою  стимуляцією макрофагального захисту організму щурів.
Отже, ОЕНФ та їх похідні - натрієві солі карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів на 45-ту добу дії у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 призводять до порушення специфічної імунної резистентності організму експериментальних тварин, що підтверджується, перш за все, зниженням в крові  відсоткового вмісту Т-лімфоцитів за рахунок Т-хелперів і Т-супресорів, В-лімфоцитів (СD19), імуноглобулінів, інтерлейкінів, ФНП-α. Але тривала токсифікація піддослідних тварин  викликає й зміну показників неспецифічної імунної резистентності.
Основним критерієм наявності інтоксикації в організмі є нейтрофільна ланка. Збільшення вмісту паличкоядерних нейтрофілів спостерігається лише для дії  ОЕНФ4, 8 (в 1,2-1,5 раза) у дозі 1/10 ДЛ50, тоді як для ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ10, навпаки, знижують майже в 2,0 раза. У випадку дози 1/100 ДЛ50 визначається зменшення їх рівня  для ОЕНФ4, 12 в середньому в 1,4 раза, а для ОЕНФ10 – збільшення в 1,3 раза. Інші хімічні речовини у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 не викликають змін з боку цього показника. На цьому тлі спостерігається підвищення вмісту сегментоядерних нейтрофілів при пероральному введенні щурам досліджуваних речовин у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50. У загальному плані підвищення нейтрофілів свідчить про наявність інтоксикації, а їх зниження, можливо, відбувається за рахунок пригнічення процесів кровотворення або внаслідок виснаження організму на тлі тривалої інтоксикації. Поряд з нейтрофілами найбільш філогенетично старим елементом клітинного імунітету є моноцити. Речовини у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 практично не впливають на їх рівень, лише для КМ-ОЕНФ10, ОЕНФ4, 6, 12 у дозі 1/10 ДЛ50 і для ОЕНФ12, КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 спостерігається незначна тенденція до підвищення, що можна розглядати як захисну реакцію організму щурів на тривалу токсифікацію. На 45-ту добу дії ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 у межах фізіологічної норми знаходиться вміст еозинофілів, але при цьому окреслюється тенденція до його збільшення.  
У якості універсального ефектора гомеостазу, що реагує на різноманітні сигнали щодо дестабілізації внутрішнього середовища організму розглядають фагоцитоз. Досліджувані речовини на 45-ту добу дії, у випадку дози 1/10 ДЛ50 знижують фагоцитарну активність нейтрофілів, про що свідчить зменшення фагоцитарного  числа, індекса поглинання та перетравлення, абсолютних показників поглинання та перетравлення по відношенню до золотистого стафілококу (штам 209). Для дози 1/100 ДЛ50 на 45-ту добу експерименту виявляється інша динаміка змін: для найбільш токсичних речовин (наприклад, КМ-ОЕНФ5, 6) зниження фагоцитарного числа, індекса поглинання та перетравлення, абсолютних показників поглинання та перетравлення стафілококів, тоді як для найменш токсичних (наприклад, ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4) – їх збільшення, що можна розглядати як захисно-компенсаторну реакцію організму експериментальних тварин на тривалу токсифікацію. Виявлене падіння фагоцитарної активності нейтрофілів у щурів на тлі тривалого введення досліджуваних хімічних речовин свідчить про зниження функціональних резервів клітин та є прогностично несприятливою ознакою.

До гуморальних факторів неспецифічної імунної резистентності організму відносяться білки гострої фази, які синтезуються печінкою: транспортні – церулоплазмін, трансферин, гаптоглобін; інгібітори протеїназ – α1-антитрипсин, α2-макроглобулін; фактори коагуляції та фібринолізу (протромбін, фібриноген) тощо [134]. У нормі вони присутні в крові у референтних концентраціях, але при пошкодженні тканин їх рівень досить значно підвищується, що дозволяє розглядати їх як індикатори запальної відповіді.  З іншого боку, відносна стабільність процесів обміну білків гострої фази за нормальних фізіологічних умов та досить швидке відхилення їх вмісту від норми за умов загострення патологічних процесів вважається надійним критерієм при дослідженні гомеостатичної функції організму.  Виявлено, що тривалий вплив найбільш токсичних КМ-ОЕНФ4, 5, 6, і ОЕНФ4 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжується зниженням вмісту у крові щурів гаптоглобіну (в 1,5 раза), церулоплазміну (в 1,4 раза) та фібриногену (в 1,3 раза).  Для найменш токсичних ОЕНФ4 і КМ-ОЕНФ4 у цій дозі, навпаки, рівень гаптоглобіну та церулоплазміну підвищується в середньому в 1,3-1,5 раза. Слід відзначити, що рівень фібриногену в плазмі крові щурів при пероральному введенні речовин у дозі 1/100 ДЛ50 практично не змінюється.  Виявлене зниження вмісту білків гострої фази в крові піддослідних тварин свідчить, перш за все, про порушення білоксинтезуючої функції печінки, яка відіграє важливу роль у формуванні клітинної та гуморальної ланок імунної системи. Ураження печінки  призводить до значних змін функціонального імунітету, зокрема, до зниження активності неспецифічної реактивності та розвитку імунного дистресу [114]. Підвищення вмісту білків гострої фази можна розглядати як адаптаційну реакцію організму на тривалу дію хімічних речовин у дозі 1/100 ДЛ50.
До вагомих факторів неспецифічної імунної резистентності організму відноситься антибактеріальний фермент – лізоцим. На 45-ту добу дії речовин у дозі 1/10 ДЛ50 його вміст у сироватці крові щурів знижується в середньому в 1,3-1,8 раза. Для дози 1/100 ДЛ50 відмічається незначне зменшення вмісту цього показника лише для КМ-ОЕНФ4, 5, 6 в середньому 1,2 раза. Виявлена динаміка змін вмісту лізоциму також підтверджує пригнічення неспецифічної імунної резистентності організму щурів та зниження антибактеріального захисту.
 Таким чином, досліджувані ОЕНФ та їх похідні за умов тривалого перорального введення щурам у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 справляють імунотоксичний ефект, призводячи до порушення захисної функції імунної системи. Кумуляція змін окремих компартментів імунного захисту, ймовірно, реалізується через порушення структурної цілісності та функціональної повноцінності імунної системи в цілому.  
Опірність організму до впливу несприятливих для здоров'я факторів і ймовірність виникнення патологічних процесів багато в чому визначаються станом фізіологічних систем неспецифічної резистентності, надійністю механізмів адаптації [272, 285, 300]. Біологічний сенс і характер останніх полягають в забезпеченні відносної динамічної сталості організму на основі автоматичної саморегуляції [52, 175, 206, 274, 277, 338]. Кінцевий результат мобілізації адаптаційних механізмів - пристосування організму до нових умов зовнішнього і внутрішнього середовища, або неспроможність систем неспецифічного захисту, що має наслідком розвиток патологічних станів, - залежить від ряду умов і факторів:  сили і тривалості дії подразника, індивідуальних, вікових, статевих, видових особливостей організму та іншого. Механізми неспецифічної резистентності включають різні рівні структурної організації біосистем: субмолекулярний, молекулярний, надмолекулярний, субклітинний, клітинний, органо-тканинний, організменний [175, 285]. Провідну роль у механізмах адаптації відіграють процеси нейроендокринної регуляції. Викликане екстремальним фактором збудження вищих вегетативних центрів,  активація адренергічної та гіпоталамо-гіпофізарно-наднадниркової систем призводять до біохімічних зсувів з метою мобілізації резервів організму, що дозволяють йому протистояти шкідливій дії фактора [47, 133, 196, 197, 318, 345]. З огляду на вище наведене, задачами даної роботи було оцінити стан моноамінергічних та аміноацидергічних систем за вмістом у головному мозку щурів біогенних моноамінів, їх попередників та нейроактивних амінокислот на тлі тривалої токсифікації досліджуваними хімічними речовинами. 
Доведено, що ОЕНФ та їх похідні на 45-ту добу перорального введення піддослідним тваринам у дозі 1/10 ДЛ50 викликають зниження моноамінергічної активності головного мозку, що підтверджується зменшенням рівня норадреналіну, серотоніну та його попередника триптофану на тлі зростання вмісту дофаміну. Виникаюче підвищення рівня дофаміну на тлі зниження норадреналіну може бути пов’язаним зі зміною активності ферментів їх синтезу та метаболізму, наприклад, зі зростанням активності ДОФА-декарбоксилази, зниженням активності дофамін-бета-оксидази. Однак, одержані результати більше свідчать про деяке виснаження запасів катехоламінів у нервових клітинах щурів завдяки їх участі у патогенезі порушень внаслідок тривалої дії досліджуваних речовин у токсичній дозі 1/10 ДЛ50. Зниження у головному мозку піддослідних тварин рівня серотоніну, ймовірно, пов’язано з декількома можливими причинами: виснаженням його запасів внаслідок участі у різних патологічних реакціях; зменшенням синтезу в умовах порушення метаболічних процесів; зниженням функціонування регуляторних структур головного мозку щурів.
За умов тривалого введення речовин у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, відбувається посилення синтезу моноамінів (дофаміну, норадреналіну, серотоніну), що дозволяє розглядати це як захисно-компенсаторну реакцію організму щурів. Такий характер свідчить про стимулювання активності клітин, що синтезують норадреналін. При цьому зростання рівня дофаміну може відбуватися через  активацію α- і β-адренорецепторів. Такий вплив звичайно пов'язують не тільки з безпосередньою стимуляцією цих рецепторів, а також зі здатністю дофаміну вивільняти норадреналін з гранулярних пресинаптичних депо, тобто оказувати опосередковану адреноміметичну дію [171]. Дофамін і норадреналін, крім того, сприяють адаптації організму до стресових ситуацій, зокрема спровокованих такими хімічними факторами, як ОЕНФ та їх похідні. Аналіз результатів у випадку дії 1/100 ДЛ50 також дозволяє припустити можливе збільшення проникності гематоенцефалічного бар’єру для триптофану та стимуляцію синтезу серотоніну в головному мозку, з метою його участю, перш за все, в адаптаційно-пристосувальних реакціях.
У передачі нервових імпульсів у ЦНС та на периферії принципово важлива роль належить кільком амінокислотам, одні з яких виконують функцію збуджувальних, інші – гальмівних нейротрансмітерів. До числа перших відносяться кислі (дикарбонові) амінокислоти глутамат та аспартат; до другої групи належать гама-амінобутират і гліцин. Порушення їх вмісту є однією з причин виникнення різних патологічних процесів [142, 259].

Широко розповсюдженими практично у всіх структурах головного мозку теплокровних є глутаматергічні та глутаматрецептивні нейрони, що свідчить про важливість цього типу медіаторної передачі [84]. Доведено, що нейромедіаторні амінокислоти та їх рецептори беруть участь у фундаментальних процесах нервової діяльності: синаптичній пластичності, регуляції полімодальних сенсорних систем мозку, м'язового тонусу, фізіологічних механізмах тривоги, чутливості мозгу до гіпоксії тощо [153, 259, 334]. Окремо слід відзначити, що активація глутаматних рецепторів є одним із шляхів ініціювання продукції вільних радикалів за рахунок кальцій-залежної активації каскаду арахідонової кислоти, продукції оксиду азоту [155, 334]. 

У патофізіологічних механізмах дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів однією із ланок є порушення аміноацидергічних систем головного мозку щурів. Тривалий вплив речовин у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжується підвищенням вмісту збуджувальних амінокислот (глутамату, аспартату) на тлі зниження гальмівних (гліцину, гама-амінобутирату). Такі результати опосередковано свідчать про виснаження адаптаційних можливостей організму щурів з розвитком іонного дисбалансу, утворенням вільних радикалів, які сприяють вивільненню надлишкової кількості глутамату пресинаптичними нервовими закінченнями, що може призвести до реалізації його ексайтотоксичного ефекту. Сутність останнього полягає у гіперстимуляції медіаторами збудження NMDA-рецепторів, які провокують дилатацію кальцієвих каналів, масивне надходження кальцію в клітини з подальшою активацією протеаз і фосфоліпаз. У результаті цього, нейрони та глія становляться об’єктом  впливу каскаду нейродеструктивних процесів, що викликають порушення їх структурно-функціональної цілісності [324]. Тривалий вплив досліджуваних речовин у дозі 1/100 ДЛ50, навпаки, супроводжується зниженням вмісту збуджувальних амінокислот (глутамату, аспартату) на тлі підвищення гальмівних (гліцину, гама-амінобутирату), що опосередковано свідчить про включення захисно-пристосувальних механізмів в організмі експериментальних тварин. Як відомо, гальмування обмежує розповсюдження збудження на інші нервові структури, попереджує порушення їх нормального функціонування, забезпечує захист організму від пошкоджуючої дії факторів довкілля.

До систем, що гостро реагують на вплив хімічних факторів навколишнього середовища, відноситься й ендокринна система у силу своєї регуляторної функції, реактивності,  пластичності [118, 318, 350]. Більш того, на даний час набула широкого поширення теорія дії багатьох КБ як ендокринних роз’єднувачів -  дисрапторів, що порушують нормальне функціонування ендокринної системи (синтез, секрецію, транспорт, зв’язування, дію або елімінацію власних гормонів організму), призводячи також до виникнення різного роду патологічних станів [271, 322].  Ендокринні дисраптори включають до себе гетерогенну групу хімічних речовин (наприклад, поліхлоровані біфеніли, деякі метали, пестициди, пластифікатори та інші)  з різними функціями, загальною властивістю яких є здатність викликати порушення функціонування ендокринної системи. Отже, зміна гормонального профілю також може вважатися одним із критеріїв впливу хімічних чинників довкілля. Найбільш поширеним у цьому плані є визначення вмісту гормонів гіпофізу, щитоподібної, наднирникових та статевих залоз. Але для отримання цілісної картини та визначення ступеня впливу екологічних факторів на гормональний профіль бажано визначення й інших груп гормонів. що було дотримано у даному дослідженні. Крім того, наявність даних щодо гормонального профілю сироваткі крові в поєднанні з результатами оцінки інших систем можуть бути вагомими свідченнями впливу хімічних факторів довкілля.
Тривала токсифікація організму щурів ОЕНФ та їх похідними у дозі 1/10 ДЛ50 викликає зниження вмісту у сироватці крові адреналіну, тироксину, мелатоніну на тлі підвищення рівня кортикотропіну, тиреотропіну, кортизолу,  що свідчить про формування напруженого адаптивного стану з початковими ознаками виснаження захисно-компенсаторних механізмів. Тривала дія досліджуваних речовин у дозі 1/100 ДЛ50 супроводжується підвищенням вмісту у сироватці крові щурів кортикотропіну, кортизолу, адреналіну, тироксину на тлі зменшення рівня тиреотропіну, мелатоніну, що свідчить про формування стану організму, спрямованого на збереження більш стабільних гомеостатичних параметрів. Наднирники, як периферійна ланка гіпоталамо-гіпофізарно-наднирникової системи, є ендокринним ефектором адаптивної і стрес-реалізуючої систем, що забезпечують розвиток компенсаторно-пристосувальних реакцій та відповідь організму на різні екстремальні дії. Любий фізіологічний або екзогенний стресорний вплив на організм призводить до стимуляції секреції кортикотропіну і відповідно кортизолу, забезпечуючи, тим самим, адаптацію організму [402]. Тому підвищення вмісту кортикотропіну та кортизолу свідчить, перш за все, про необхідність їх участі у реалізації адаптаційних реакцій в організмі щурів. Гіперпродукція глюкокортикоїдів, як правило, викликає посилення глюконеогенезу, забезпечуючи легко доступне джерело енергії для реакцій адаптації. 
Виявлене збільшення вмісту тиреотропіну при впливі дози 1/10 ДЛ50 можна пов’язати зі зменшенням секреції тироксину за механізмом негативного зворотного зв’язку. Аналогічно можна пояснити падіння рівня тиреотропіну на 45-ту добу експерименту при дії речовин у дозі 1/100 ДЛ50 на тлі гіперпродукції щитоподібною залозою тироксину. Але у цілому спостережувані зміни вмісту тиреотропіну та тироксину свідчать про формування дисфункції щитоподібної залози, десинхронізацію ритмів гіпофізарно-тиреоїдного ланцюга, що призводить до порушення систем управління гомеостатичної функції організму за умов негативної дії досліджуваних ОЕНФ та їх похідних. 

Виявлене зниження секреції мелатоніну за умов тривалого впливу досліджуваних ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 є причиною порушення численних його ефектів, зокрема, діяльності біоритмів організму, антиоксидантного захисту, імуномодулюючого впливу, а також фізіологічних процесів, пов’язаних з діяльністю епіфізу, зокрема, адаптаційних [9, 15]. 
Тривале пероральне введення щурам досліджуваних речовин викликає зміни вмісту у сироватці крові інших гормонів, що мають свій внесок у формування адаптаційно-пристосувальних механізмів. На 45-ту добу введення речовин щурам-самцям у дозі 1/100 ДЛ50 реєструється зниження вмісту інсуліну, кальцитоніну, соматотропіну, тестостерону на тлі підвищення рівня глюкагону, паратирину; щурам-самицям - зниження вмісту фоллітропіну, пролактину, лютропіну, естрадіолу.    

Отже, виявлене напруження функціональних резервів та компенсаторних механізмів ендокринної системи при тривалій дії досліджуваних речовин на організм щурів, особливо у дозі 1/10 ДЛ50, може призвести до виснаження її секреторної здатності, а неузгодженість центральних і периферійних елементів, зворотних зв'язків - до гормональної дисрегуляції метаболічних процесів з перевищенням катаболічних над анаболічними, що формують дистрофічні та деструктивні порушення в органах і тканинах. Для підтвердження цього припущення провели оцінку динаміки змін деяких показників стану білкового та мінерального обміну за умов тривалої дії  досліджуваних речовин.                                                                                                         

На 45-ту добу перорального введення ОЕНФ12 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  у плазмі крові піддослідних тварин виявляються зміни амінокислотного спектра: в середньому в 2,0 раза зниження вмісту гліцину, цистеїну, треоніну, серину, аланіну, метіоніну, ізолейцину, валіну, тирозину, фенілаланіну, лізину, триптофану, лейцину на тлі підвищення аспартату, аспарагіну, глутамату, глутаміну, аргініну, проліну, оксипроліну, гістидину. Крім того, тривала токсифікація щурів  ОЕНФ12 сприяє підвищенню  вмісту у сироватці крові щурів пірувату (продукту, на який перетворюються деякі амінокислоти - аланін, цистеїн, гліцин, треонін, серин) в середньому в 1,9-2,9 раза. У цей термін спостереження у сироватці крові щурів знижується вміст γ-амінобутирату та таурину (продуктів декарбоксилування глутамату та цистеїну)  в середньому в 1,5-2,4 раза, орнітину (ключового метаболіту циклу уреогенезу, продукту гідролізу аргініну) в 1,4-2,2 раза, а також основних продуктів азотистого обміну - загального білка в 1,2-1,6 раза, креатиніну - в 1,4-1,6 раза на тлі підвищення рівня альбуміну в середньому в 1,5 раза та сечовини в 1,4 раза.      

Виявлене підвищення певних амінокислот у плазмі крові щурів можна пояснити посиленням катаболічних процесів у тканинах, що є свого роду пристосувальною реакцією при патологічних станах, спрямованою на забезпечення гомеостазу. Виявлене підвищення вмісту проліну та оксипроліну вказує на структурно-метаболічну дисфункцію сполучної тканини та порушення міжклітинного матриксу. Зниження кількості сірковмісних амінокислот (цистеїну, метіоніну) свідчить про зниження резервів та інгібування антиоксидантної системи. За таких умов слід очікувати порушення окисно-відновлювальних процесів, активності деяких ферментів, гормонів, білків і пептидів. Слід відзначити, що зниження рівня тирозину та фенілаланіну може бути пов’язано з порушенням синтезу та обміну тироксину, трийодтироніну, адреналіну, норадреналіну, а зниження триптофану – з обміном серотоніну, мелатоніну та інших. Спостережуване зменшення вмісту у плазмі крові щурів глікогенних (гліцину, серину, треоніну, аланіну, цистеїну) та кетогенних (лізину, лейцину, ізолейцину, фенілаланіну, триптофану) амінокислот може бути пов’язано з посиленням синтезу глюкози та кетонових тіл. Також відмічається збільшення вмісту замінних амінокислот, здатних синтезуватися з гліцерину, оксалоацетату, пірувату, альфа-кетоглутарату та інших субстратів у реакціях трансамінування, що слід розглядати як захисно-пристосувальну реакцію організму. Порушення пулу глікогенних амінокислот, що надходять до циклу Кребса через піруват та Ацетил-КоА, а також кетогенних амінокислот, що вступають у цикл Кребса через ацетоацетил-КоА та Ацетил-КоА, свідчить на тлі активації глюконеогенезу, підвищення лактату та пірувату про тканинну гіпоксію, енергетичний голод та накопичення кетонових тіл. Під впливом ОЕНФ у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 у плазмі крові щурів підвищується вміст аспартату та аспарагіну, які входять у цикл Кребса через оксалоацетат, та  аргініну, проліну, гістидину, глутаміну, глутамату, що перетворюються на альфа-кетоглутарат – важливий енергетичний субстрат. З аналізу динаміки змін вмісту цих амінокислот слід очікувати блокування енергетичного альфа-кетоглутаратдегідрогеназного комплексу, субстратами окислення якого є альфа-кетоглутарат, а продуктами реакції – сукциніл-КоА, коферментна форма НАДН2 та діоксид вуглецю. Дослідження свідчать про переключення аеробного шляху отримання енергії на анаеробний – гліколітичний, що підтвержується підвищенням вмісту аспартату, аспарагіну – субстратів синтезу глюкози, а також лактату і пірувату – субстратів глюконеогенезу. Зниження вмісту таких амінокислот, як валін, метіонін, ізолейцин, ймовірно відбувається внаслідок посилення процесів, пов’язаних із синтезом сукциніл-КоА, який є макроергом та бере участь в синтезі АТФ на рівні субстратного фосфорилування, що опосередковано свідчить про активацію анаеробного типу біоенергетики та інгібування тканинного дихання. Підвищення аспарагіну та глутаміну свідчить про порушення дезамінування амідів. Динаміка вмісту нейромедіаторних амінокислот (ГАМК, глутамату, гліцину, аспартату, таурину) суттєво порушується. Так як глутамат та ГАМК пов’язані  між собою як спряжена метаболічна система, то співвідношення ГАМК/глутамат в контрольній групі становить в середньому 2,73 ум.од., тоді як при дії ОЕНФ у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 – 0,55 та 1,26 ум.од. Це свідчить про переважання у тварин процесів збудження над процесами гальмування, що також відображує напруження адаптаційно-пристосувальних механізмів. Отже, ОЕНФ сприяють розбалансуванню білкового обміну.
Негативний вплив ОЕНФ та їх похідних  у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50   супроводжується суттєвими порушеннями стану мінерального обміну, що підтверджується зміною вмісту біогенних елементів у сироватці крові (зниження вмісту натрію на тлі підвищення вмісту калію, магнію, кальцію, фосфору, заліза, цинку, міді, марганцю) та еритроцитах (зниження вмісту калію, заліза, марганцю, кальцію, фосфору, магнію, цинку, міді на тлі підвищення рівня натрію). Підвищення у сироватці крові рівня біогенних елементів може бути зумовлено, по-перше, порушенням структурно-функціональної організації сполучної тканини та її матриксу, цитоплазматичних мембран клітин, внутрішньоклітинних органел, складних надмолекулярних метаболічних комплексів (енергетичних та синтетичних), активності ферментів та іншим; а по-друге, зниженням процесів, пов’язаних з використанням їх для синтетичних потреб клітинного апарата. Доведено, що зниження вмісту натрію у сироватці крові може бути пов’язано з посиленням процесів виведення їх з організму або підвищенням необхідності використання з анаболічною метою [146, 278]. Ураховуючи кофакторну, регуляторну, структурну, транспортну та енергетичну функції натрію, калію, кальцію, магнію, заліза, міді, фосфору, марганцю, а також встановлену динаміку їх змін у сироватці крові, можна припустити, що тривала дія ОЕНФ супроводжується, перш за все, структурними змінами біомембран, порушеннями окисно-відновлювальних процесів, біоенергетики та тканинного дихання. Високі рівні у сироватці крові калію, магнію, заліза, міді, цинку, кальцію на тлі зниження рівня натрію може свідчити також про порушення кислотно-лужного балансу у щурів під впливом ОЕНФ. Протилежена динаміка змін біогенних елементів в еритроцитах щурів дозволяє припустити розвиток мембранної патології та інгібування активності ферменту Na,K-АТФази, який забезпечує градієнт концентрації іонів на мембранах еритроцитів та інших клітин. Доведено, що іони кальцію та натрію запускають ранні метаболічні зсуви у клітині, контролюють рівень біосинтезу та активності ферментів, білків, процесів запліднення та раннього ембріогенезу, забезпечують активний транспорт речовин, тканинне дихання, скорочення м’язів, беруть участь у функціонуванні загортальної та антизгортальної системи крові, виконують регуляторну, гормональну та структурну функції [106]. Зміни вмісту моновалентних катіонів створюють сприятливі метаболічні умови для індукції пухлинного росту та можуть бути прогностичним показником посилення диференціювання та проліферації тканин, наприклад, при затримці іонів натрію в організмі та підвищенні екскреції іонів калію з сечею. Суттєве збільшення рівня натрію в еритроцитах скоріше пов’язано з порушенням структурно-метаболічної активності плазматичних мембран та Nа, K-залежних АТФаз [130]. Зниження в еритроцитах всіх інших досліджуваних біогенних елементів при тривалій токсифікації ОЕНФ може вказувати на те, що у цих без’ядерних клітинах відбувається інгібування окисно-відновлювальних процесів, спряжених з пригніченням біоенергетики, відновлювальних синтезів, порушенням транспортної функції субстратів через плазматичну мембрану та здатності клітин доставляти кисень до периферичних органів та тканин. Дисфункція в еритроцитах обміну натрію, калію, цинку здатна призвести до порушення кислотно-лужної рівноваги, яке на тлі розвитку мембранної патології та зниження рівня заліза, міді може супроводжуватися гіпохромною анемією [106].   

Таким чином, у механізмі тривалої дії ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 на організм щурів провідною ланкою є негативний вплив на процеси нейрогуморальної регуляції, що підтверджується розбалансуванням моноамінергічних та аміноацидергічних нейромедіаторних систем головного мозку,  гормонального профілю сироватки крові, білкового та мінерального обмінів. Ці процеси завжди пов'язані зі збільшенням енергетичних витрат. Тому підтримання сталості енергетичного балансу біосистеми також вважають необхідною умовою адаптації. 

Підвищення стійкості організму до пошкоджуючої дії КБ забезпечується значною перебудовою внутрішньоклітинних біоенергетичних процесів. Пусковим механізмом цих змін є виникаючі в результаті хімічного навантаження початкові ознаки внутрішньоклітинного енергедефіциту, поступове накопичення недоокислених ендогенних субстратів [83, 129, 145,  219]. При хронічному надходженні КБ у дозах, значно нижче середньолетальних, особливо у дозах, близьких до порогових, адаптаційні можливості організму реалізуються з більшою ефективністю. При цьому клітина, що має запас енергії та часу для захисту від негативної дії, здатна реалізувати найбільш вигідні та оптимальні шляхи та механізми свого функціонування [338].
Доведено, що тривала токсифікація щурів ОЕНФ8,12 і КМ-ОЕНФ5 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликає зниження у гепатоцитах ступеня «заповнення» системи АТФ-АДФ-АМФ високоенергетичними фосфатними зв’язками, зокрема АТФ, при переважанні процесів використання АТФ над його синтезом, виснаження енергетичних ресурсів клітин, зниження швидкості мітохондріального дихання, що підтверджується зниженням рівня АТФ (у середньому в 6 разів у випадку 1/10 ДЛ50; в 4 рази у випадку 1/100 ДЛ50), АДФ (в 3,0 та 2,5 раза відповідно) на тлі збільшення рівня АМФ, зменшенням енергетичного заряду та потенціалу гепатоцитів, індекса фосфорилування та термодинамічного контролю дихання. Виявлене зниження рівня АТФ і АДФ у гепатоцитах експериментальних тварин на тлі підвищення рівня АМФ свідчить про виснаження їх енергетичних ресурсів. Виникаючий за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних дефіцит високоенергетичних фосфатних зв’язків АТФ, АДФ сприяє формуванню енергодефіцитного стану. Можна передбачати, що такі результати можуть бути пов’язані з деструкцією та порушенням проникності зовнішньої та внутрішньої мембран мітохондрій гепатоцитів, пригніченням функціонування електрон-транспортного дихального ланцюга і, як наслідок, зниженням синтезу АТФ. З іншого боку, зменшення вмісту АТФ у гепатоцитах щурів при дії ОЕНФ та їх похідних може бути пов’язано зі зниженням його синтезу в реакціях окисного фосфорилування внаслідок недостатності кисню та переходу клітин на реакції субстратного фосфорилування в анаеробних умовах [188]. Продуктивність останніх по відношенню до АТФ, як правило, відносно незначна.                                                                                               
Оцінку стану енергетичних процесів  проводили також шляхом визначення активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів у присутності специфічних субстратів та інгібіторів першого (НАДН-коензим Q-оксидоредуктази) та другого (сукцинат-коензим Q-оксидоредуктази) комплексів. Доведено, що досліджувані хімічні речовини на 45-ту добу перорального введення піддослідним тваринам у дозі 1/100 ДЛ50 викликають  зниження активності сукцинат-коензим Q-оксидоредуктази при підвищенні активності НАДН-коензим Q-оксидоредуктази, що підтверджується зменшенням швидкості дихання мітохондрій  у станах V3 та V4 на сукцинаті на тлі збільшення у цих станах на глутаматі та малаті. Виявлене підвищення активності НАДН-коензим Q-оксидоредуктази, ймовірно, має компенсаторний характер. З іншого боку, доведено, що перший комплекс дихального ланцюга мітохондрій може сприяти реакції одноелектронного відновлення кисню до супероксидного аніону [78, 279, 280] - фактору ініціювання вільнорадикальних реакцій з наступним пошкодженням мембран, у тому числі й мітохондріальних. За умов нормального функціонування печінки активність цієї реакції пригнічується завдяки дії антиоксидантів. З огляду на вище зазначене, підвищення активності першого комплексу дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів у разі тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних може бути пов’язано з порушенням транспорту електронів цим комплексом, що може супроводжуватися утворенням значної кількості токсичних супероксидних аніонів. Крім того, результати проведених досліджень дозволили виявити у всіх досліджуваних речовин властивість роз'єднувати процеси окислення та фосфорилування на субстратах другого комплексу дихального ланцюга мітохондрій клітин печінки експериментальних тварин.

Отже, тривала дія ОЕНФ та їх похідних сприяє виразному порушенню стану аденілнуклеотидної системи та активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів, що потребує своєчасної та адекватної корекції з метою попередження незворотних змін у печінці.
До регуляторних систем клітин, що беруть участь в адаптаційних процесах і регуляції метаболічних шляхів, відноситься й прооксидантно-антиоксидантна система [14, 31, 245]. Дія багатьох хімічних факторів довкілля на організм може значно індукувати процеси вільнорадикального окислення на тлі виснаження антиоксидантних ресурсів, що за умов оксидативного стресу може деструктивно впливати на стабільність гомеостазу [74, 78, 121, 217, 236, 416]. Лавиноподібне неконтрольоване утворення окислених макромолекул та їх тривала циркуляція в організмі так чи інакше формує розвиток патологічних процесів. Субстратами шкідливої ​​дії вільних радикалів виступають  білки, ліпіди, нуклеїнові кислоти [64, 102, 208]. Найбільш вивченою в патогенезі  багатьох захворювань є роль ПОЛ, яке вважається одним з універсальних і фундаментальних механізмів пошкодження клітинних мембран [14, 34, 169, 173, 257, 385, 417]. Але до перших субстратів, що зазнають окислювальної модифікації, відносять білки [102, 190, 234, 311]. Накопичення окисних білків  є одним із факторів регуляції синтезу та розпаду цього класу біомолекул, активації протеїназ, які вибірково їх руйнують. Даний процес до того ж розглядається як прояв антиоксидантного захисту організму. Тому оцінка ступеня окислювальної модифікації білків є одним з ранніх і найбільш надійних індикаторів пошкодження вільнорадикальним окисленням мембран, клітин і тканин, тому що білки крові, які потрапили під окислювальну деструкцію, мають більш тривалий період розпаду, ніж продукти ПОЛ, що робить їх перспективним маркером інтенсивності вільнорадикального окислення [234].  
Основа дії продуктів вільнорадикального окислення в процесах інактивації білків полягає у взаємодії з активними сірковмісними, аміновмісними та метильними групами їх молекул, що може призводити до змін третинної та четвертинної структури білка, утворенню білок-білкових зшивок і фрагментації молекул. Внаслідок цього знижується/втрачається багатогранна функціональна активність білків (структурна, каталітична, регуляторна, захисна, скорочувальна, транспортна, рецепторна та інші), а деякі з цих функціональних порушень білкової структури сприяють виникненню мутацій або призводять до формування аутоантигенів і порушення імунної рівноваги в організмі. Окислення білків має складний виборчий характер, однак внаслідок впливу активних форм кисню (АФК) утворюються загальні продукти - карбонільні похідні. Саме за рівнем цих продуктів найчастіше судять про ступінь пошкодження білків у тканинах. Досліджувані хімічні речовини на 45-ту добу введення в організм щурів  викликають  підвищення  у сироватці крові вмісту карбонільних похідних - нейтральних альдегід-ДНФГ і кетон-ДНФГ (в середньому в 1,5-2,0 раза при дозі 1/10 ДЛ50; в 1,2-1,9 раза при дозі 1/100 ДЛ50), а також основних альдегід-ДНФГ (в середньому в 1,5-2,0 раза), що підтверджує окислювальну модифікацію білків. 
Для підтвердження порушення функціональної активності білків внаслідок їх окислювальної модифікації досить надійним методичним підходом є фосфоресцентний аналіз, висока чутливість та інформативність якого  дозволяє визначати наявність молекулярної патології на рівні вивчення електронних збуджених станів молекул [95, 182]. Відомо, що природними хромофорами білків є тирозинові та триптофанові залишки амінокислот, які оголюються за умов втрати компактної високоорганізованої структури. Білки у розчинах практично не фосфоресцирують.  Фосфоресценція білків має місце у тих випадках, коли їх хромофори знаходяться у мікрооточенні з високою жорсткістю.  Саме агрегація білків, втрата ними компактної структурно-функціональної організації  призводить до суттєвого підвищення жорсткості мікрооточення триптофанових залишків, що поєднано з підвищенням інтенсивності фосфоресценції [266]. Тривале пероральне введення піддослідним тваринам ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50 супроводжується підвищенням інтенсивності фосфоресценції сироватки крові, особливо у довгохвильовій області збудження (434 нм) - в середньому в 1,6 раза та короткохвильовій області (297 нм) - в середньому в 1,2 раза. Такі результати підтверджують розвиток у щурів процесу інактивації білкових молекул за рахунок розгортання їх компактних структур, що тісно пов’язано зі структурно-метаболічними змінами в організмі та розвитком тканинної гіпоксії. 

На 45-ту добу перорального введення щурам ОЕНФ та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів  у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 виникають неспецифічні метаболічні розлади у вигляді активації процесів ліпопероксидації, що підтверджується підвищенням інтенсивності ХЛ сироватки крові, вмісту дієнів, ТБК-реактантів і шифових основ в органах та тканинах. У сироватці крові та печінці щурів тривалий вплив ОЕНФ12 і КМ-ОЕНФ5 викликає превалювання кінцевих продуктів ПОЛ – шифових основ, а у головному мозку – первинних та вторинних продуктів: дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів. У сироватці крові щурів за умов тривалої дії ОЕНФ8 і КМ-ОЕНФ4 відбувається активація ПОЛ на рівні утворення дієнових кон’югатів та ТБК-реактантів.  Продукти ліпопероксидації  внаслідок високої реактогенної здатності та вибірковості у біологічній дії можуть виступати в якості основного ланцюга, що лімітує стан стійкості організму до тривалого впливу досліджуваних речовин через зміну фізико-хімічних характеристик клітинних мембран, активності мембрано-локалізованих та ліпідозалежних ферментів, реактивності нейроендокринної, імунної та інших систем організму. 
Пряме відношення до процесів генерації АФК має оксид азоту та його метаболіти, які можуть брати участь в окисленні білків і ліпідів, порушувати структуру мембран [313, 323, 358, 391, 405, 408, 410]. Взаємодія оксиду азоту із супероксид-радикалом утворює цитотоксичний продукт пероксинітрит. Ця реакція відбується, як правило, за умов гіперекспресії NO-синтази у макрофагах ендотелію, а також при зниженні активності СОД і підвищенні утворення супероксид-радикала [386, 388, 437]. Досліджувані речовини у разі тривалого введення щурам у діючій дозі 1/100 ДЛ50  змінюють активність NO-синтазної окислювальної системи, призводячи до підвищення у сироватці крові вмісту нітритів і нітратів (в середньому в 1,3-1,7 раза), у плазмі крові рівня S-нітрозотіолу (в середньому в 1.4-2,0 раза).  Синтез оксиду азоту каталізує  фермент NO-синтаза (NOS), для якого характерні декілька молекулярних форм: нейрональна (nNOS), індуцибельна або макрофагальна (iNOS), ендотеліальна (еNOS). Кожна форма NOS має свої особливості у механізмах дії, локалізації, біологічному значенні для організму. Так, синтезований оксид азоту  за умов дії iNOS є джерелом вільних радикалів, фактором окислювальної модифікації білків.  На 45-ту добу перорального введення піддослідним тваринам ОЕНФ у дозі 1/100 ДЛ50 відбувається суттєве збільшення її активності (в середньому в 2,1-2,8 раза), що може опосередковано свідчити про внесок в активацію процесів, пов’язаних з ПОЛ та окислювальною модифікацією білків. Слід відзначити, що на тлі таких змін, відбувається й менш виразне підвищення  активності еNOS (в середньому в 1,7 раза).                                                                                                         

Для оцінки стану оксидантно-антиоксидантної рівноваги у щурів, токсифікованих досліджуваними речовинами, визначали активність ферментів першої лінії антиоксидантного захисту – СОД еритроцитів та каталази крові. Спостергається суттєве зниження активності СОД при дії речовин у дозі 1/10 ДЛ50, наприклад,  в 2,5; 2,2; 1,7 та 1,5 раза відповідно для КМ-ОЕНФ4, КМ-ОЕНФ5, ОЕНФ12 та ОЕНФ8. Але у випадку дози 1/100 ДЛ50 визначається різноспрямовані результати. Так, ОЕНФ12 та КМ-ОЕНФ5 сприяють зниженню активності еритроцитарної СОД, що можна розглядати як зрив метаболічної адаптації та антиоксидантного захисту, а ОЕНФ8 та КМ-ОЕНФ4, навпаки, її підвищенню (в 1,2-1,5 раза), що можна трактувати як захисно-пристосувальну реакцію організму. Тривалий вплив досліджуваних речовин супроводжується також зниженням активності каталази крові: в середньому в 1,6 раза у випадку дози 1/10 ДЛ50; в 1,4 раза – 1/100 ДЛ50. Виявлене зниження активності досліджуваних антиоксидантних ферментів є однією з причин розвитку оксидативного стресу, так як вони відповідальні за видалення первинних АФК – супероксидних аніон-радикалів і перекису водню.                                                   
Одержані результати переконливо свідчать про значне напруження функціонування в організмі піддослідних тварин  оксидантно-антиоксидантної системи у бік збільшення продукції АФК, активації процесів ліпопероксидації та окислювальної модифікації білків, здатних подолати бар'єр антиоксидантного захисту. Це добре підтверджується зниженням   антиоксидантно-прооксидантного індекса – співвідношення активності каталази до вмісту ТБК-реактантів, наприклад,  майже в 4,0 і 2,3 раза для ОЕНФ8 відповідно у дозі 1/10 і 1/100 ДЛ50; в 3,0 і 1,7 раза для КМ-ОЕНФ4; в 2,7 і 2,0 раза для  КМ-ОЕНФ5; в 1,8 і 1,4 раза для ОЕНФ12. Наслідком таких змін є суттєві порушення структурно-функціональних властивостей біомембран, що підтверджується на 45-ту добу дії ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  порушенням співвідношення фосфоліпідних фракцій мембран клітин крові (особливо накопиченням лізофосфатидилетаноламіну та лізофосфатидилхоліну в середньому 2,4-3,3 раза) з наступним порушенням їх плинності та проникності. Відмічається підвищення відсотка фосфатидилетаноламіну у мембранах еритроцитів щурів (в середньому в 1,2-1,4 раза), фосфатидилхоліну та кардіоліпіну (в 1,4-2,0 раза) при введенні ОЕНФ  у дозі 1/100 ДЛ50 на тлі зниження вмісту сфінгомієліну, фосфатидилсерину та фосфатидилінозитолу. Зниження на 45-ту добу перорального введення ОЕНФ6, 10, 12 у дозі 1/100 ДЛ50  плинності мембран лімфоцитів та еритроцитів щурів підтверджується зниженням коефіцієнта ексимерізації пірену (у зоні білок-ліпідних контактів - у середньому в 2,1 раза, у зоні ліпідного бішару – в 1,9 раза), а підвищення проникності мембран еритроцитів - збільшенням швидкості мимовільного виходу іонів калію з цих клітин, а також індукованого антибіотиком валіноміцином, який специфічно їх зв’язує та транспортує через мембрани завдяки ліпофільній природі. 
Останнім часом утвердилася думка щодо існування прямої залежності фізіологічних процесів та пов’язаних з ними біохімічних реакцій від окислювально-відновлювального стану біологічної системи, де значну роль відіграє тіолдисульфідна система [304, 200, 285]. Досліджувані речовини за умов тривалого перорального введення щурам у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликають неспецифічні метаболічні розлади у вигляді порушення активності тіолдисульфідної системи, що підтверджується зниженням вмісту тіолових груп у білках мембран еритроцитів на тлі підвищення вмісту дисульфідних зв’язків.  Вибір саме мембран еритроцитів зумовлений тим, що їх розглядають як чутливий індикатор змін нормального перебігу фізіологічних, біохімічних та біофізичних процесів в організмі за умов дії антропогенних факторів довкілля на організм.
Тестовим якісним показником стану окисно-відновлювальної рівноваги у тіолдисульфідній системі та взагалі адаптаційних резервів організму є ТДК - співвідношення концентрацій тіолових груп та дисульфідних зв’язків. Чим більше величина ТДК, тобто чим більше буферна ємність тіолдисульфідної системи, тим вище рівень резистентності організму [46, 285]. У мембранах еритроцитів щурів, яким тривалий час перорально вводили ОЕНФ та їх похідні у дозі 1/10 ДЛ50, реєструється зниження ТДК: найбільш виразне для КМ-ОЕНФ6 (в 4,6 раза), найменш – для КМ-ОЕНФ4 (в 1,6 раза). При введенні тваринам речовин у дозі 1/100 ДЛ50 відзначається аналогічна динаміка змін, але менш характерна: зниження в середньому в 3,5 раза за умов дії КМ-ОЕНФ6 і ОЕНФ12, в 2 рази – ОЕНФ6 і ОЕНФ8.  Виявлена тенденція до зміни ТДК дозволяє передбачати зниження неспецифічної резистентності організму експериментальних тварин за умов тривалого впливу ОЕНФ та їх похідних. Окремо слід зазначити, що тіолові сполуки вносять значний вклад у загальну буферну ємність антиоксидантної системи, яка тим вище, чим більше зміщується вліво (у бік відновлювальних еквівалентів) окисно-відновлювальна рівновага у тіолдисульфідній системі [384].  Звідси виникає можливість оцінювати стан антиоксидантної системи (і, отже, інтенсивність вільнорадикального окиснення) за величиною ТДК. Спостережуване зниження ТДК за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних дозволяє, таким чином, стверджувати про розвиток в організмі щурів процесів ПОЛ, окисної модифікації білків на тлі виснаження антиоксидантних ресурсів. 
 Одним із важливіших процесів організму, який визначає біологічну активність КБ, є мікросомальне окислення [65, 120, 183, 289].  До того ж його активація є суттєвим чинником генерації АФК, з утворенням  під дією монооксигеназ супероксид-радикалів при декомпозиції оксигенованого феррокомплексу цитохрому Р-450. Супероксид-радикали є високотоксичними та відносно стабільними, взаємодіють з молекулами  білків,  ліпопротеїнів, викликають розрив спіралей ДНК, окислення тіолових груп, структурні порушення біологічних мембран [14]. Тривала дія ОЕНФ та їх похідних реалізується в організмі щурів через підвищення швидкості споживання кисню мікросомами гепатоцитів в середньому в 2,2 раза, швидкості окислення НАДФН2 – в 2,1 раза. Швидкість споживання кисню віддзеркалює, перш за все, сумарну дихальну активність мікросом гепатоцитів, включаючи також процеси ПОЛ, а швидкість окислення НАДФН2 – дихальну активність мікросом за участі  ферментних систем. Визначення споживання кисню в умовах, коли ПОЛ не заблоковане, віддзеркалює не стільки швидкість окислення НАДФН2, скільки швидкість утворення ліпідних перекисів [11]. Про активацію системи мікросомального окислення у гепатоцитах щурів свідчить також  підвищення вмісту цитохромів Р-450 (в середньому в 2,0-2,3 раза) і  b5 (в 1,9-2,2 раза), деметилазної  (в 2,2-2,5 раза) і  НАДФН- і НАДН-цитохром с-редуктазної (в 1,4-1,6 раза) активності. Отже, підвищення ферментативної активності мікросом гепатоцитів експериментальних тварин можна трактувати, з одного боку, як захисно-пристосувальну реакцію організму на введення КБ, але з іншого боку, це є несприятливим фактором ініціації потоків електронів з відновлених NAДН і NAДФН відповідно на цитохроми b5 і Р450 з генерацією АФК. У цілому активація процесів мікросомального окислення у гепатоцитах щурів також є пусковим механізмом  зміни оксидантно-антиоксидантного гомеостазу. 
Узагальнення наведеної вище сукупності результатів дозволяє визнати, що тривалий вплив ОЕНФ та їх похідних призводить до «дегармонізації» нейроіммуноендокринної регуляції, окислювального та енергетичного гомеостазу, в основі якої лежить порушення балансу між окремими елементами регуляторних систем. Подібні зміни, як правило, призводять до розвитку симптомокомплексу, характерного для функціональної недостатності систем забезпечення гомеостазу, виявлення яких провели за моделлю визначення «сигнальних» показників структурно-метаболічних і функціональних порушень в організмі щурів. З цією метою розрахували індекси нормування - співвідношення середнього значення показника в дослідній групі до середнього значення показника в контрольній групі тварин. Отримані індекси нормування добре відображаються на діаграмах, демонструючи ступінь відхилення показника від контролю. Ті показники, що мають суттєве відхилення від контролю (у бік підвищення – більше одиниці, у бік зниження – менше одиниці), можна позначити як «сигнальні» для стану тієї чи іншої функціональної системи організму піддослідних тварин.  Так, завдяки такому підходу у випадку тривалої дії на організм досліджуваних речовин у дозі 1/10 ДЛ50 «сигнальними» показниками виявляються показники стану біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ, індекс фосфорилування, термодинамічний контроль дихання), процесів ПОЛ (вміст ТБК-реактантів та шифових основ), окислювальної модифікації білків (ДНФГ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів). Для тривалої дії речовин у дозі 1/100 ДЛ50 виокремлюються, як «сигнальні», показники стану моноамінергічних та аміноацидергічних систем головного мозку (вміст норадреналіну, ГАМК), але звертає увагу порушення процесів ПОЛ (вміст ТБК-реактантів, шифових основ, інтенсивність індукованої ХЛ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів), біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ,  індекс фосфорилування). 
Загальний аналіз «сигнальних» показників у патофізіологічних механізмах тривалої дії  ОЕНФ та їх похідних дозволяє  виділити головну ланку – неконтрольовану активацію вільнорадикальних окислювальних процесів, що супроводжуються суттєвою ініціацією ПОЛ, окислювальної модифікації білків, метаболізму оксиду азоту на тлі виснаження потенціалу антиоксидантної системи; запуском внутрішньоклітинних і мембранних механізмів стресу – енергетичного дисбалансу, порушення структурно-функціонального стану мембран, зсуву внутрішньоклітинного метаболізму у бік переважання катаболічних процесів над анаболічними, а також суттєвим напруженням регуляторних систем.  
У зв’язку з цим представляло інтерес оцінити внесок процесів вільнорадикального окислення у механізмах адаптаційних реакцій за умов дії досліджуваних речовин. Для цього на 10, 20, 30, 40, 50 та 60-ту добу перорального введення щурам  КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 оцінювали динаміку змін виявлених вище «сигнальних показників» порушень стану окислювального гомеостазу. 

Останнім часом в якості окремої системи організму, що бере участь як у ряді фізіологічних функцій, так й у багатьох патологічних процесах, розглядають АФК [96, 310]. Підтримка на певному рівні АФК у тканинах є важливим для регуляції нормальних фізіологічних процесів в організмі (зокрема, експресії генів, синтезу білка, рівня неспецифічного та специфічного імунного захисту, клітинного метаболізму, самооновлення мембран клітин, збереження механізму апоптозу - «вибракування» функціонально і структурно неповноцінних і непотрібних клітин та ін.). Доведено, що за умов контрольованого фізіологічною антиоксидантною системою підвищення рівня АФК відбувається експресія ряду редокс-чутливих генів, відповідальних за синтез білків, необхідних для нормального функціонування клітини, а також захисту від несприятливих ефектів оксидативного стресу. Особливе фізіологічне значення молекулярно-генетичні регуляторні функції АФК мають на рівні транскрипції генів, що беруть участь у процесі реалізації та обмеження оксидативного стресу, наприклад, генів каталази, СОД та інших [78, 378, 379]. Такий функціональний спектр АФК дозволяє розглядати їх в якості кінцевих або проміжних вторинних посередників в реакціях передачи внутрішньоклітинних сигналів. Але порушення системи генерації та особливо захисту від АФК призводить до порушення перебігу запальних процесів, відіграє патогенетичну роль в процесах оксидативного некрозу при ішемії тканин і синдромі реперфузії, знижує загальний і специфічний імунітет тощо. Отже, знання механізмів роботи системи АФК важливо як для розуміння закономірностей фізіологічного функціонування тканин організму в нормі, так і особливостей перебігу багатьох патологічних процесів і вибору способів активного впливу на них.
Стан напруження систем антиоксидантного захисту клітин та цілісного організму внаслідок накопичення у клітинах вільних радикалів різної хімічної природи (активних форм кисню та азоту), порушення балансу між про- та антиоксидантами з переважанням прооксидантних впливів тлумачать як оксидативний стрес. Ключову роль у механізмах генерації останнього займають реакції окислювальної модифікації біомолекул. У загальному випадку окислювальна атака з реалізацією цитотоксичності АФК та азоту відбувається завдяки: індукції ПОЛ у біологічних мембранах та ядерному хроматині клітини; пошкодженню мембранозв’язаних канальних і рецепторних білків; порушенням каталітичної активності білків-ферментів; пошкодженням ДНК ядерного хроматину та мітохондрій [77, 78, 96, 100, 381].

При дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 визначається поступове збільшення у сироватці крові вмісту ТБК-реактантів: у 1,3-3,3 раза з 10-ї по 60-ту добу спостереження. При дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 на 10-ту добу введення не виявляється змін вмісту ТБК-реактантів, а починаючи з 20-ї та до 60-ї доби спостереження відбувається поступове підвищення рівня цього показника (в 1,3-2,8 раза). Токсифікація щурів КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжується при цьому більш виразним підвищенням вмісту у сироватці крові щурів шифових основ, ніж ТБК-реактантів (в 1,7-5,1 раза з 10-ї по 60-ту добу).  У випадку дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 також відмічається поступове збільшення  рівня кінцевих продуктів ПОЛ, але починаючи з 20-ї доби спостереження (в 1,8-4,2 раза). Поступове збільшення утворення шифових основ переконливо свідчить про хронізацію активації вільнорадикального окислення.

Процеси ПОЛ тісно пов’язані з клітиною та її мембранами. Тому можна говорити про суттєві фізико-хімічні та структурно-функціональні порушення біомембран у експериментальних тварин. Як правило, розрізняють при цьому наступні механізми пошкодження мембран при активації ПОЛ: появу гідрофільних гідроперекисних угрупувань у поліненасичених жирних кислотах фосфоліпідів, що порушує гідрофобність ліпідного бішару та викликає суттєве збільшення пасивної проникності мембран; утворення при ліпопереокисленні діальдегідів (ТБК-реактантів), здатних викликати полімеризацію та агрегацію білків і ліпідів у мембранах; окислення амінокислотних залишків мембранних білків (особливо, що містять сульфгідрильні групи), присутність яких в активному центрі ферментів призводить до зниження їх активності [78].   

АФК, поряд з окислювальною модифікацією ліпідів, викликають також й одночасну окислювальну модифікацію білків, що супроводжується суттєвими змінами їх функцій та властивостей, фрагментацією або агрегацією, а також підвищеною здатністю до протеолізу [61, 139, 190, 305, 393, 419, 441, 442]. При окислювальній модифікації білків у них утворюються альдегідні та кетонові групи амінокислотних залишків (у загальному плані карбонільні групи), підвищений рівень яких, поряд з продуктами ПОЛ, також є маркерами вільнорадикального окислення та оксидативного стресу [234, 368, 413]. Слід відзначити, що окислювальна модифікація білків розглядається як один з ранніх і стабільних ознак оксидативного стресу. Причому, на його ранніх стадіях переважають альдегід-ДНФГ, а на пізніх – кетон-ДНФГ [311]. Як правило, дія АФК може супроводжуватися фрагментацією білків, маркерами якої є альдегід-ДНФГ або агрегацією білків, маркерами якої є кетон-ДНФГ [305].  На ранніх термінах спостереження у щурів при дії  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 відбувається більш суттєве підвищення у сироватці крові  основних альдегід-ДНФГ, тоді як у пізніх термінах (починаючи з 30-ї доби) – нейтральних кетон-ДНФГ, що свідчить про перехід оксидативного стресу в розвинену стадію та його необоротний характер.  У випадку дії  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 відбувається протягом 40 діб експерименту переважання у сироватці крові щурів рівня маркерів фрагментації білків - альдегід-ДНФГ над маркерами агрегації білків - кетон-ДНФГ. У наступні терміни спостереження реєструється, навпаки, суттєве збільшення нейтральних кетон-ДНФГ. У щурів, яким вводили КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, також поступово розвивається оксидативний стрес, але у даному випадку його перехід у розвинену стадію відбувається у більш пізні терміни (починаючи з 50-ї доби), ніж при дії у дозі 1/10 ДЛ50. 

 Підвищення ранніх маркерів оксидативного пошкодження (при дії 1/10 ДЛ50 протягом перших 30 діб, а при дії 1/100 ДЛ50 – протягом перших 50-діб) свідчить про порушення окислювального потенціалу клітин, а підвищення пізніх маркерів – про зниження резервно-адаптаційних можливостей організму експериментальних тварин (при дії 1/10 ДЛ50 починаючи з 30-ї доби, при дії 1/100 ДЛ50 – з 45-50-ї доби).   
Серед біологічних регуляторів, здатних підвищувати захисно-пристосувальні можливості організму, провідне місце займають антиокислювальні реагенти або антиоксиданти [17, 21, 128, 336]. Систему захисту тканин і клітин організму від АФК та продуктів ПОЛ умовно поділяють на фізіологічну та біохімічну. Фізіологічна система характеризується механізмами, що здійснюють регуляцію доставки та надходження кисню до клітин, забезпечуючи рівновагу між інтенсивністю його транспорту та метаболічними процесами з метою його вигідної та безпечної утилізації. Біохімічна система представлена власне антиоксидантами, що знижують активність радикальних окислювальних процесів. До того ж специфічна антиоксидантна система руйнує АФК та продукти їх подальшого перетворення, неспецифічна – попереджує умови та можливості витоку електронів та генерації АФК в ході окислювально-відновлювальних реакцій (зокрема, при окислювальному фосфорилуванні, мікросомальному окисленні) [80, 193, 330]. У якості «сигнальних показників» порушень стану окислювального гомеостазу у щурів за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних виявлені специфічні антиоксидантні ферменти – СОД та каталаза.  При дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 у щурів в середньому до 10-20 діб виявляються ознаки активації антиоксидантних ферментів, відповідальних за видалення первинних АФК – супероксидних аніон-радикалів і перекису водню. У наступні терміни дія речовини, навпаки, формує чіткі ознаки поступового виснаження антиоксидантних ресурсів. При пероральному введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 у піддослідних тварин період активації антиоксидантного потенціалу зі збільшенням, порівняно з контрольними тваринами, активності СОД еритроцитів та каталази крові подовжується в середньому до 30-35 діб, з наступною поступовою їх інактивацією, що підтверджується зниженням активності ферментів. 

 У якості молекулярного механізму регуляції фізіологічних процесів, здатних динамічно реагувати на вплив факторів довкілля, функціонує тіолдисульфідна система, компоненти якої виявилися «сигнальними» при тривалій дії ОЕНФ та їх похідних. Крім того, доцільність вивчення стану тіолдисульфідної системи продиктована наступними її властивостями: фазовим характером змін редокс-рівноваги, що залежить від сили та тривалості внутрішнього або зовнішнього впливу; повторюваністю так званої кривої напруженості адаптації Г. Сельє при тривалому стресорному впливі; віддзеркаленням коливань інтенсивності вільнорадикального окислення у різні фази адаптації; високою чутливістю до ранніх стресорних змін та точністю відображення динаміки адаптивного процесу (зміна значень  тіолдисульфідного співвідношення свідчить про скриті конформаційні зміни білкових молекул на ранніх стадіях стресу).

Довгий час тіоли розглядали як захисні антиоксиданти, активність яких зростає при оксидативному пошкодженні клітин і тканин. На даний час рівень білкових і небілкових тіолів, тіолдисульфідне співвідношення крові розглядають як показники імунокомпетентності, стану неспецифічної резистентності організму; з тіолами пов’язують механізми регуляції проникності клітинних мембран, функціонування інтегративних систем підтримки гомеостазу (нервової, імунної, ендокринної), згортання крові, м’язового скорочення та ряду інших фізіологічних процесів [46, 285, 304, 384, 440]. До тіолових сполук відноситься група речовин з відносно незначними розмірами молекул (цистеїн, гомоцистеїн, ліпоєва кислота, кофермент А, трипептид глутатіон та ін.), але значна їх участь у процесах  життєдіяльності організму пов'язана, головним чином, з білками. Саме тіолові білки вносять свій внесок у механізми функціонування антиоксидантної системи, регуляції ферментативної активності, проникності клітинних мембран, клітинного ділення та росту, м'язового скорочення, генерації та проведення нервового імпульсу, транспорту біологічно активних речовин та інших процесів. До числа редоксзалежних тіолових білків відносяться ферменти (оксидоредуктази, трансферази та ін.), білки клітинних мембран, скорочувальні білки м’язів, рецепторні та інші сигнальні білки, білки клітинного ділення та генної експресії, а також білки з іншими специфічними функціями (альбуміни, глобуліни, фібриноген, гемоглобін) [384, 406].
Компоненти тіолдисульфідної системи у більшості експериментальних досліджень вивчають у плазмі або сироватці крові; але доведено, що рівень тіолвмісних сполук набагато більше в еритроцитах. Крім того, еритроцити є чутливим індикатором порушень нормального перебігу фізіологічних, біохімічних та біофізичних процесів за умов дії на організм антропогенних факторів довкілля.  Саме з цих позицій  активність тіолдисульфідної системи у динаміці спостереження при пероральному введенні щурам КМ-ОЕНФ10 у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50  оцінювали за вмістом тіолових (HS-) груп та дисульфідних (-S-S-) зв’язків у білках мембран еритроцитів. У випадку перорального введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50, починаючи з 10-ї доби виявляються  узгоджені зміни вмісту дисульфідних зв’язків та сульфгідрильних груп у білках еритроцитарних мембран, а саме поступове превалювання процесів окислення над процесами відновлення (різкий стрибок таких змін виявляється з 20-ї доби дії ксенобіотика). У разі введення КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 протягом 20 діб у стані тіолдисульфідної системи, навпаки, відмічаються ознаки превалювання процесів відновлення над процесами окислення, що можна трактувати як активацію захисно-пристосувальних реакцій у експериментальних тварин на дію ксенобіотика. Але після 20-ти добової токсифікації у щурів виникають ознаки зриву останніх, про що свідчить поступове превалювання окислювальних процесів над відновлювальними. Причому у період з 30-ї до 40-ї доби реєструється деяке затухання цих змін та підтримка на певному рівні з наступним суттєвим стрибком у бік окислювальних процесів. Виявлене стійке зниження ТДК для білків мембран еритроцитів  дозволяє підтвердити пошкоджуючу дію КМ-ОЕНФ10 на структуру білка та, як наслідок, його функціональну активність. Це, у свою чергу, є вагомим фактором дестабілізації та порушення бар’єрних функцій мембран еритроцитів.

З фізіологічної точки зору крім основної функції еритроцитів, пов’язаної з транспортом кисню, оксиду азоту до периферії, а двоокису вуглецю до легень, є функція циркулюючого інактиватора продуктів оксидативного та нітрозильного стресу. У еритроцитах відмічається досить високий рівень трипептиду глутатіону, тіоредоксину, аскорбінової кислоти, токоферолів, а також антиоксидантних ферментів, з одного боку для відновлення позаклітинних окиснювачів (СОД, каталаза, глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза), а з іншого боку - для стабілізації гемоглобіну у Fe2+-активній формі (метгемоглобінредуктаза) [404]. Досить високий ступінь деформованості мембран еритроцитів, підтримка значного числа функціонально активних клітин у кровообігу забезпечує поглинання продуктів вільнорадикального окислення, участь у формуванні окиснювального мікросередовища, редокс-сигналізацію в системі кровообігу. Виявлене порушення редокс-статусу тіолдисульфідної системи еритроцитів при дії ксенобіотика не тільки сприяє росту їх окислювального потенціалу, підвищенню гемолізу, але й знижує біодоступність оксиду азоту у ділянках окислювального пошкодження [401].

Тіолові сполуки вносять значний вклад у загальну буферну ємність антиоксидантної системи, яка тим вище, чим більше зміщується вліво (у бік відновлювальних еквівалентів) окисно-відновлювальна рівновага у тіолдисульфідній системі [401].  Звідси виникає можливість оцінювати стан антиоксидантної системи (і, отже, інтенсивність вільнорадикального окислення) за величиною ТДК. Спостережуване поступове зниження ТДК за умов тривалої дії КМ-ОЕНФ10 дозволяє, таким чином, підтвердити розгортання в організмі щурів процесів ПОЛ, окислювальної модифікації білків на тлі виснаження антиоксидантних ресурсів.   

Одним з гомеостатичних показників організму є ХЛ з індивідуальною для кожної тканини та біологічної рідини інтенсивністю [33, 111, 117, 184]. На даний час накопичена достатня кількість даних про зміну інтенсивності ХЛ біосубстратів при розвитку різних патологічних процесів в організмі людини і тварин.                                     

 У загальному плані квантовий вихід ХЛ характеризує швидкість ланцюгового вільнорадикального окислення ліпопротеїнових комплексів. Вільнорадикальне окислення ліпідів супроводжується утворенням перекисів. Швидкість перекисного окислення збільшується по мірі підвищення вмісту ненасичених жирних кислот у складі ліпідів. Регулятором швидкості їх перебігу є антиоксидантна система. Будь-які порушення рухомої рівноваги між про- та антиоксидантами негайно відображуються на інтенсивності ХЛ біосубстратів.  Отже, висока чутливість хемілюмінесцентного методу дозволяє реєструвати на молекулярному рівні процеси, що виникають завдяки дії того чи іншого шкідливого фактора. Це, у свою чергу, стало підставою для використання його  у даному дослідженні. Хемілюмінесценцію індукували перекисом водню. Саме Н2О2-індукована ХЛ сироватки крові експериментальних тварин виявилася «сигнальним показником» при тривалій дії ОЕНФ та їх похідних. Слід підкреслити, що перший максимум підйому кривої хемілюмінограми при дії такого індуцента віддзеркалює вміст у системі гідроперекисів, перекисів і супероксидів, а другий максимум підйому кривої - біоантиоксидантів [33]. У світінні звичайно виділяють декілька фазових станів: перший стан є відображенням латентного періоду (вихід із клітин розчинних сполук); другий стан, пов'язаний з підвищення його інтенсивності, характеризує накопичення окисненого продукту; третій стан, повязаний з його зменшенням, свідчить про витрату окисненого продукту; четвертий стан (залишкове світіння) обумовлене, як правило, менш специфічним процесом окислення субстратів, присутніх у надлишку.   
Утворення в організмі окиснювачів є невід’ємною властивістю нормальної життєдіяльності клітин, але їх відсутність або надлишок може призвести до загибелі клітин. Доведено, що підвищення утворення окиснювачів пов’язано зі зміною активності сигнальних ефектів білків, які беруть участь у передачі сигналу у клітини (зокрема, ферментів транскрипції, протеїнкіназ, фосфатаз, фосфоліпаз, білків іонних каналів та ін.). Звідси визначено, що фундаментальним механізмом регуляції функціональної активності клітин  є редокс-регуляція [200, 270, 396, 423, 421]. Тому останнім часом поняття «оксидативний стрес»  трактують як дисбаланс між про- та антиоксидантами, що призводить до порушення редокс-сигналізації та/або пошкодження макромолекул [261]. Отже, при дії на організм факторів різної природи у клітинах включаються механізми зміни у певних діапазонах величини співвідношення між внутрішньоклітинними відновлювачами та окиснювачами, що називають редокс-гомеостаз [135, 201, 430]. Одним з важливих наслідків ініціації редокс-сигналізації та АФК-опосередкованої передачи сигналу є активація ядерних факторів транскрипції, що активують гени, які кодують різні захисні системи, зокрема, антиоксидантну. 

Ураховуючи той факт, що інтенсивність ХЛ є відображенням стану прооксидантно-антиоксидатної рівноваги, отримані результати можна  пояснити наступним чином. Дія КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50, ймовірно, протягом перших 10-ти діб супроводжується стимуляцією утворення АФК (підвищення інтенсивності індукованої ХЛ), використання їх як месенджерів при передачі регуляторного сигналу від міжклітинних сигнальних молекул та їх мембранних рецепторів на внутрішньоклітинні регуляторні системи, що контролюють експресію генів. Можна пов’язати з цим підвищення активності у щурів у цей період дії ксенобіотика антиоксидантних ферментів СОД, каталази. Активація вільнорадикальних процесів, ПОЛ та окислювальної модифікації білків на тлі зниження антиоксидантних ресурсів (що особливо відбувається після 10-ї по 40-у добу дії ксенобіотика, характеризується напруженням інтенсивності ХЛ сироватки крові) може призвести до відміни запуска редокс-чутливих сигнальних систем та нівелювання месенджерної функції АФК. На 50-60-ту добу дії   КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 відбувається найбільш виразний зсув прооксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік прооксидантів, а також зниження інтенсивності індукованої ХЛ сироватки крові, що можна трактувати як зрив редокс-регуляторних процесів. Одним з наслідків інгібування редокс-сигналізації та опосередкованого передавання сигналу є дезактивація ядерних факторів транскрипції, суттєве зниження резистентності організму при адаптації до дії негативних факторів зовнішнього середовища.

Отже, за динамікою інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові (а також за вмістом продуктів ПОЛ та окислювальної модифікації білків, рівнем компонентів тіолдисульфідної системи, активністю антиоксидантних ферментів) у  щурів можна припусти виникнення наступних станів при пероральному введенні  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50: стан активації (до 10 діб), стан напруження (після 10-ї доби токсифікації  до 40-ї доби) та стан зриву (після 40-ї доби) редокс-регуляторних процесів. У випадку дії КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 чітко простежується наступне: стан активації до 20-доби, стан напруження після 20-ї доби по 50-ту добу та стан зриву (після 50-ї доби) редокс-регуляторних процесів. 

Окремою серією експериментів виявляється, що при пероральному введенні щурам КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/10 ДЛ50 протягом 20 діб спостерігаються ознаки активації окислювальних процесів з підвищенням продукції двооксису вуглецю, які після 20-ї доби починають змінюватися на ознаки їх зриву з поступовим зниженням виведення кінцевого продукту окислення. При введенні КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50 період активації процесів тканинного дихання зі збільшенням продукції двооксису вуглецю подовжується в середньому до 40 діб, з наступною їх поступовою інактивацією, що підтверджується зниженням виведення СО2. Спостережувана тенденція до підвищення виведення СО2 опосередковано свідчить про активацію тканинного дихання у тварин та відображує своєрідний «подразнювальний» ефект КМ-ОЕНФ10 по відношенню до окислення, перш за все, мітохондріальних субстратів з метою, наприклад, енергозабезпечення детоксикаційних та пластичних процесів. Виявлене поступове зниження концентрації СО2 у щурів, ймовірно, пов’язано з пригніченням використання енергетичних субстратів, що може бути зумовлено пошкодженням мембран мітохондрій та їх ферментів внаслідок безпосередньої дії ксенобіотика, так й через інтенсифікацію вільнорадикальних процесів.

Таким чином, у результаті комплексного дослідження змін «сигнальних» показників у динаміці спостереження визначаються певні стадії (рис. 9.1) у стані окислювального гомеостазу та резервних можливостей організму щурів у відповідь на тривалу дію КМ-ОЕНФ10 залежно від дози: 1) у випадку 1/10 ДЛ50  стан активації адаптаційних реакцій спостерігається у перші 10 діб, їх напруження зберігається до 40-ї доби з наступним зривом; 2) у випадку 1/100 ДЛ50 стан активації адаптаційних реакцій визначається у перші 20 діб, їх напруження зберігається до 50-ї доби з наступним зривом. 
Підвищення адаптаційних можливостей організму до пошкоджуючої дії екологічно несприятливих факторів довкілля за допомогою фармакологічних засобів стає важливим моментом профілактики виникнення багатьох захворювань та патологічних станів, зокрема хімічної етіології [76, 87, 225]. 
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Рис. 9.1. Стадії екстремальних станів в організмі піддослідних тварин за умов тривалої дії ОЕНФ та їх похідних 
 Широке виокристання у цьому плані знаходять засоби з антиоксидантною дією. Вважається, що раціональне використання антиоксидантів дозволяє у багатьох випадках: підвищити поріг психофізіологічної стійкості організму до впливу стресу, в результаті чого відповідна реакція не досягає стадії тривоги; зменшити «ціну» адаптації, що формується за участю стрес-реакції, прискорити досягнення та зміцнення адаптації; оптимізувати характер і спектр відповідних реакцій, усунути небажані та небезпечні реакції [17, 128, 193, 331, 332]. 
Ефекти антиоксидантів іноді поділяють на два типи - шляхи запобігання активації ПОЛ при наявності її передумов, відносно добре досліджені, та шляхи запобігання перших стресових відповідей на рівні гормональних систем і мікроциркуляції. Антиоксиданти безпосередньо інгібують ПОЛ, заповнюють витрачені ендогенні антиоксиданти в мембранах, безпосередньо реагують з АФК. Такий механізм може відігравати суттєву роль лише при досить високих дозах антиоксидантів або при їх переважному накопиченні в певній структурі клітини. На цьому ж етапі повинні чинити адаптогенну дію перехоплювачі радикалів, що запобігають розвитку надлишкового ПОЛ.
Для корекції або попередження розвитку оксидативного стресу використовують останнім часом вітамінно-мінеральні комплекси з різною силою захисної відповіді. До найбільш потужних натуральних і синтетичних антиоксидантів відносяться аскорбінова кислота, α-токоферол, β-каротин, а також ряд мікроелементів (зокрема, селен, марганець, мідь). 
Аскорбінова кислота, крім виразних антиоксидантних властивостей, відіграє значну роль в регуляції окислювально-відновлювальних процесів, синтезі стероїдів та катехоламінів, у метаболізмі заліза [364]. Також, крім міцної антиоксидантної дії, широкий спектр біологічних властивостей має α-токоферол, наприклад, стабілізує клітинні мембрани, покращує процеси тканинного дихання, активує синтез факторів неспецифічного захисту, бере участь в регуляції біосинтезу білка, проліферації клітин [364, 434]. У окислювально-відновлювальних реакціях не остання роль відводиться також ретинолу, але цей вітамін сприяє також нормальному перебігу метаболізму, функціонуванню клітинних мембран. Але слід зазначити, що у зв’язку з ризиком передозування та інтоксикації за умов тривалого споживання ретинолу, доцільним є використання β-каротину, який позбавлений токсичних ефектів при накопиченні в організмі [364, 434]. Крім того, β-каротин також є досить сильним антиоксидантом, має імуностимулюючі, протизапальні та адаптогенні властивості [103, 152, 433]. Принциповою перевагою β-каротину є його здатність накопичуватися в депо, перетворюючись за дії ензимів у кишечнику та печінці на ретинол лише у визначених кількостях, необхідних організму на кожному етапі його функціонування [148]. Особливої уваги заслуговує той факт, що ці вітаміни, як антиоксиданти, мають різні точки прикладання. Так, α-токоферол найбільшу активність виявляє по відношенню до перекисів ліпідів, переривання ланцюгових реакцій окислення у мембранах, а також бере участь у перетворенні β-каротину на ретинол. Аскорбінова кислота характеризується високою активністю по відношенню до гідроксильних радикалів та вільним радикалам на поверхні ліпідних мембран, а також властивістю відновлювати β-каротин та α-токоферол. Що стосується  β-каротину, то він поряд з інактивацією на різних рівнях АФК, здатний відновлювати окиснену форму α-токоферолу, а сам може бути відновлен аскорбіновою кислотою [148].

У підтримці окислювального гомеостазу досить значна роль відводиться ессенціальним мікроелементам. Зокрема, вони пов’язані з активністю багатьох ферментів: входять до їх структури, виконують роль кофакторів або активаторів, акцепторів та донорів електронів [278]. Наприклад, марганець, як кофактор, входить до складу СОД, що виконує захисну функцію по знешкодженню токсичних радикалів кисню; мідь – до складу цитохромоксидази, що забезпечує перенос електронів від цитохрому с  у дихальному ланцюгу мітохондрій на молекулярний кисень; селен – до складу глутатіонпероксидази, що знешкоджує токсичний пероксид водню та ліпопероксиди; залізо - учасник у прямих та опосередкованих окислювальних реакціях. 

  У експериментальних умовах  провели оцінку можливості корекції окислювального гомеостазу у щурів, тривало токсифікованих КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50, додаванням до стандартного раціону віварію вітамінно-мікроелементного комплексу, до складу якого входили полімікроелементний препарат (композиція ессенціальних мікроелементів - цинку, заліза, марганцю, міді, хрому, кобальту - з N-2,3-диметилфенілантраніловою кислотою та кисеньвмісних солей ультрамікроелементів - селену, ванадію, молібдену), аскорбінова кислота, β-каротин та α-токоферол. З урахуванням особливостей стану адаптивних реакцій, опосередковано залежних від стану окислювального гомеостазу, в умовах тривалої дії на щурів ОЕНФ та їх похідних використання такого роду комплексу можна розглядати як безпечний та діючий засіб корекції. Ефективним у цьому плані є призначення препаратів, що містять міцний набір антиоксидантів, так як при цьому слід очікувати  не тільки сумацію ефектів, але й синергічну їх дію з посиленням позитивних зв’язків, пов’язаним з наявністю в організмі єдиного антиоксидантного захисту, у тому числі спрямованого на профілактику впливу хімічних факторів довкілля. Вагомим фактом, що також дозволяє аргументувати доцільність використання запропонованого комплексу для корекції гомеостатичних порушень у щурів в умовах тривалої дії на них ОЕНФ та їх похідних є відсутність значущих побічних ефектів при надходженні більшості синтетичних вітамінів і мінералів.
Узагальнення отриманих результатів свідчить, що додавання до харчового раціону експериментальних тварин вітамінно-полімікроелементного комплексу:

- подовжує період активації окислювальних процесів з підвищенням продукції двооксису вуглецю до 50 діб, тоді як при стандартному – до 40 діб; у наступні терміни спостереження виявляються ознаки їх поступової інактивації, але вони є менш виразними;

- значно гальмує розгортання процесу ПОЛ, що підтверджується менш виразним підвищенням у сироватці крові вмісту його вторинних і кінцевих продуктів – ТБК-реактантів і шифових основ; сприяє більш виразному підвищенню вторинних продуктів ПОЛ, ніж кінцевих, що свідчить про запобігання хронізації активації вільнорадикального окислення;

  -  сприяє переважанню маркерів фрагментації білків - альдегід-ДНФГ над маркерами агрегації білків - кетон-ДНФГ протягом усього терміну дослідження, що підтверджує наявність  фрагментації білків з утворенням середніх і низькомолекулярних фрагментів (даний процес супроводжується, як правило, інтенсифікацією метаболічних процесів і відображується на можливості відновлення рівня білків в крові та тканинах; отже,  оксидативний стрес не переходить у розвинену стадію та носить зворотний характер);

-  формує ознаки активації антиоксидантних ферментів, відповідальних за видалення первинних АФК – супероксидних аніон-радикалів і перекису водню (тоді як у групі щурів, що споживають лише стандартний раціон віварію це відбувається протягом 10-30 діб з наступною їх суттєвою інактивацією);

 - подовжує зсув оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік активації антиоксидантного потенціалу до 30-35 діб (у подальші терміни експерименту активація процесів ліпопероксидації значно зменшується, ніж у випадку стандартного харчового раціону);

 - значно покращує стан тіолдисульфідної системи, що підтверджується превалюванням процесів відновлення над окисленням протягом 50 діб. 
У цілому за вмістом продуктів ПОЛ та окислювальної модифікації білків, рівнем компонентів тіолдисульфідної системи, активністю антиоксидантних ферментів, а також за динамікою інтенсивності індукованої перекисом водню ХЛ сироватки крові у  щурів можна виокремити виникнення наступних станів при вживанні комплексного харчового раціону на тлі пероральному введення  КМ-ОЕНФ10 у дозі 1/100 ДЛ50: стан активації (до 40 діб), стан напруження (після 40-ї доби токсифікації  до 60-ї доби) редокс-регуляторних процесів, тоді як у  випадку вживання стандартного раціону стан активації відмічається до 20-доби, стан напруження після 20-ї доби по 50-ту добу та стан зриву (після 50-ї доби) редокс-регуляторних процесів.     
Отже, додавання до стандартного харчового раціону експериментальних тварин, токсифікованих досліджуваними хімічними речовинами, аскорбінової кислоти, α-токоферолу, β-каротину та полімікроелементного препарату  призводить до суттєвого покращення динаміки змін «сигнальних» показників порушень окислювального гомеостазу, менш виразного розвитку оксидативного стресу, більш тривалого підвищення адаптаційних реакцій, відстрочки зсуву оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів, що доведено в експерименті.  
Таким чином, наведений вище полісистемний аналіз молекулярних, клітинних, органо-системних, організменних порушень гомеостазу в експериментальних тварин дозволяє сформулювати концепцію патофізіологічних механізмів дії ОЕНФ та їх похідних, головним ланцюгом яких є розвиток оксидативного стресу (рис. 9.2). Підтвердженням цього стали: 
- активація процесів ліпопероксидації,  окислювальної модифікації білків;

- активація мікросомального окислення у гепатоцитах як одного з основних генераторів АФК;

- інтенсифікація продукції оксиду азоту як одного з джерел утворення вільних радикалів і факторів модифікації білків;

- підвищення активності НАДН-коензим Q-оксидоредуктази (I комплексу мітохондріального дихального ланцюга), що сприяє реакції одноелектронного відновлення кисню до супероксидного аніону - фактору ініціювання вільнорадикальних реакцій;
 - активація глутаматних рецепторів у головному мозку як однієї з причин продукції вільних радикалів за рахунок кальцій-залежної ініціації каскаду арахідонової кислоти, синтезу оксиду азоту; 
- поступове виснаження антиоксидантної системи.
АФК, ПОЛ, окислювальна модифікація білків, активація NO-залежних процесів з позиції адаптаційної відповіді, за даними ряду авторів [14, 245, 273, 400, 408], виконують роль первинних та вторинних медіаторів стресу, стимуляторів адаптаційних змін. Результати проведених досліджень добре узгоджуються з такими поглядами. 


 


                                                                















Рис. 9.2. Патофізіологічні механізми розвитку структурно-метаболічних і функціональних порушень в організмі теплокровних тварин за умов тривалого впливу  оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних
Наслідком розвитку оксидативного стресу у піддослідних тварин є порушення, перш за все, структурно-функціонального стану клітинних мембран (зокрема, зміна фосфоліпідного складу зі збільшенням лізоформ фосфоліпідів, плинності та проникності мембран клітин крові), а також редокс-гомеостазу (відміна запуску редокс-чутливих сигнальних систем та нівелювання месенджерної функції АФК), суттєвого напруження адаптаційних і компенсаторних механізмів, розбалансування систем підтримки гомеостазу -імунної, нервової та ендокринної. Але при цьому слід враховувати хімічну природу (СПАР) та фізико-хімічні особливості (наявність гідрофобних і гідрофільних груп, здатність до хімічних перетворень з утворенням біологічно активних сполук та інше) досліджуваних речовин, завдяки яким вони здатні чинити безпосередній вплив на клітинні мембрани. Тому, як провідний ефект дії в організмі ОЕНФ та їх похідних слід окреслити – мембранотоксичний, що реалізується через можливий безпосередній контакт речовин з клітинними мембранами, а також опосередковано через ініціацію та інтенсифікацію вільнорадикальних процесів.   
У цілому проведений аналіз та узагальнення одержаних результатів свідчать про досягнення поставленої мети та вирішення задач дослідження.
ВИСНОВКИ

У дисертаційному дослідженні представлено теоретичне узагальнення результатів експериментального дослідження і досягнуто вирішення актуальної наукової проблеми патологічної фізіології, що полягає у з’ясуванні патофізіологічних механізмів дії ксенобіотиків (оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних – натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів) на організм з позицій виявлення гомеостатичних порушень та обґрунтування засобів їх корекції.

1. Патофізіологічні механізми тривалої дії групи ксенобіотиків - оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів пов’язані  з їх мембранотоксичністю, зумовленою впливом на структурно-функціональний стан клітинних мембран безпосередньо або через участь загальних неспецифічних механізмів – ініціації генерації активних форм кисню, активації ліпопероксидації, окислювальної модифікації білків, системи метаболізму оксиду азоту на тлі виснаження антиоксидантних ресурсів, суттєвого напруження адаптаційних і компенсаторних механізмів, розбалансування систем підтримки гомеостазу -імунної, нервової та ендокринної. 
2. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 призводять до порушення специфічної  імунної резистентності організму, що підтверджується зниженням в крові  відсоткового вмісту Т-лімфоцитів за рахунок Т-хелперів і Т-супресорів (у середньому в 1,5 раза), В-лімфоцитів (у 2,0 раза), імуноглобулінів (в 2,3 раза), інтерлейкінів (в 2,1 раза), фактора некрозу пухлини-альфа (в 1,4 раза). Речовини  викликають зміну показників неспецифічної імунної резистентності, що підтверджується порушенням фагоцитарної активності нейтрофілів, зниженням вмісту в крові білків гострої фази (в середньому в 1,5 раза), лізоциму (в 1,2 раза). 
3. Суттєвою ланкою тривалого впливу оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних є порушення процесів нейрогуморальної регуляції, а саме:  розбалансування моноамінергічних та аміноацидергічних нейромедіаторних систем головного мозку,  гормонального профілю. Досліджувані речовини  у дозі 1/10 ДЛ50 знижують у головному мозку щурів  рівень норадреналіну, серотоніну та його попередника триптофану (в середньому в 2,3 раза) на тлі зростання вмісту дофаміну (в 2,0 раза); підвищують вміст збуджувальних амінокислот (в 1,5 раза) на тлі зниження гальмівних (в 1,6 раза); у сироватці крові знижують рівень адреналіну, тироксину, мелатоніну (в 1,5 раза) на тлі підвищення рівня кортикотропіну, тиреотропіну (в 1,6 раза), кортизолу (в 1,5 раза), що свідчить про формування напруженого адаптивного стану з початковими ознаками виснаження захисно-компенсаторних механізмів.  Досліджувані речовини  у дозі 1/100 ДЛ50 викликають у головному мозку щурів посилення синтезу моноамінів  - дофаміну, норадреналіну, серотоніну (в середньому в 2,4 раза), зниження вмісту збуджувальних амінокислот (в 1,3 раза) на тлі підвищення гальмівних (в 1,8 раза); у сироватці крові – підвищення вмісту кортикотропіну, кортизолу, адреналіну, тироксину, глюкагону, паратирину (в 1,7 раза).  Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 порушують стан білкового та мінерального обмінів, що супроводжується зміною у крові амінокислотного спектра, вмісту метаболітів амінокислот,  ключових показників метаболізму білків, вмісту біогенних елементів у сироватці крові та еритроцитах.  

4. Оксиетильовані нонілфеноли та їх похідні є суттєвими чинниками  порушення окислювального гомеостазу в організмі щурів внаслідок розвитку оксидативного стресу, що виступає в якості основного ланцюга, лімітуючого стан стійкості організму до тривалого впливу досліджуваних речовин через зміну фізико-хімічних характеристик клітинних мембран, активності мембрано-локалізованих та ліпідозалежних ферментів. Досліджувані речовини у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 підвищують інтенсивність хемілюмінесценції та фосфоресценції сироватки крові, вміст у сироватці крові, печінці та головному мозку  дієнів (у середньому в 1,8 раза), ТБК-реактантів (в  2,3 раза), шифових основ (в 2,4 раза), вміст у крові  карбонільних продуктів окислення білків (в 2,5 раза), S-нітрозотіолу (в 1,7 раза), нітритів та нітратів (в 1,5 раза), активності iNO-синтази (в 2,5 раза) при зниженні активності супероксиддисмутази еритроцитів (в 1,9 раза) та каталази крові (в 1,5 раза), зниженні вмісту тіолових груп у білках мембран еритроцитів (в 1,6 раза раза) на тлі підвищення вмісту дисульфідних зв’язків (в 2,1 раза).  З боку фізико-хімічних властивостей мембран клітин крові виникають порушення співвідношення фосфоліпідних фракцій (накопичення лізофосфатидилетаноламіну та лізофосфатидилхоліну) з наступним порушенням їх плинності та проникності.  

5. Дія оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних супроводжується розбалансуванням аденілнуклеотидної системи, порушенням активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів. Речовини у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50 викликають зниження ступеня «заповнення» системи АТФ-АДФ-АМФ високоенергетичними фосфатними зв’язками, зокрема АТФ, при переважанні процесів витрачання АТФ над його синтезом, виснаження енергетичних ресурсів клітин, зниження швидкості мітохондріального дихання, що підтверджується зниженням вмісту АТФ (в 5 разів), АДФ (в 2,3 раза) на тлі збільшення  АМФ (в 3,0 раза), зменшенням енергетичного заряду та потенціалу гепатоцитів, індексу фосфорилування та термодинамічного контролю дихання, роз'єднання процесів окислення та фосфорилування на субстратах II комплексу дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів щурів.

6. «Сигнальними» показниками патофізіологічних порушень в організмі щурів за умов дії досліджуваних речовин у дозі 1/10 ДЛ50 є показники стану біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ, індекс фосфорилування, термодинамічний контроль дихання), процесів ліпопероксидації (вміст ТБК-реактантів та шифових основ), окислювальної модифікації білків (карбонільні групи), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів). У дозі 1/100 ДЛ50 «сигнальними» показниками патофізіологічних порушень у щурів є показники стану моноамінергічних та аміноацидергічних систем головного мозку (вміст норадреналіну, ГАМК), процесів ліпопероксидації (вміст ТБК-реактантів, шифових основ, інтенсивність індукованої ХЛ), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення у білках мембран еритроцитів), біоенергетичних процесів (вміст АТФ, АМФ,  індекс фосфорилування). Загальний аналіз «сигнальних» показників у патофізіологічних механізмах тривалої дії  ОЕНФ та їх похідних дозволяє  виділити головну ланку – неконтрольовану активацію вільнорадикальних окислювальних процесів на тлі виснаження потенціалу антиоксидантної системи, що супроводжується запуском внутрішньоклітинних і мембранних механізмів стресу – енергетичного дисбалансу, порушення структурно-функціонального стану мембран.
7. Вплив оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних у дозі 1/10 ДЛ50 супроводжується виникненням стану активації адаптаційних реакцій у перші 10 діб, їх напруженням до 40-ї доби та зривом після 40-ї доби токсифікації. Дія речовин у дозі 1/100 ДЛ50 супроводжується виникненням стану активації адаптаційних реакцій у перші 20 діб, їх напруженням до 50-ї доби та зривом після 50-ї доби токсифікації. 

8. Додавання до стандартного харчового раціону щурів, токсифікованих оксиетильованими нонілфенолами та їх похідними, аскорбінової кислоти, α-токоферолу, β-каротину та полімікроелементного препарату (композиції ессенціальних мікроелементів - цинку, заліза, марганцю, міді, хрому, кобальту - з N-2,3-диметилфенілантраніловою кислотою та кисеньвмісних солей ультрамікроелементів - селену, ванадію, молібдену)  призводить до суттєвого покращення динаміки змін «сигнальних» показників порушень окислювального гомеостазу, менш виразного розвитку оксидативного стресу, більш тривалого підвищення адаптаційних реакцій, відстрочки зсуву оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів. 
ПРАКТИЧНІ  РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. З метою оптимізації діагностичних і профілактичних заходів щодо захворювань, пов’язаних з негативним впливом оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів рекомендовано досліджувати показники стану імунної системи, процесів нейрогуморальної регуляції, білкового та мінерального обмінів, клітинних мембран, окислювального гомеостазу, біоенергетичних процесів, адаптаційних реакцій.

2. В якості «сигнальних» діагностичних критеріїв для оцінки тяжкості патологічних процесів, викликаних дією оксиетильованих нонілфенолів, натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів та ефективності їх корекції рекомендовано досліджувати у крові показники   процесів ліпопероксидації (вміст ТБК-реактантів, шифових основ, інтенсивність хемілюмінесценції), окислювальної модифікації білків (карбонільні групи), тіолдисульфідної системи (вміст тіолових груп, дисульфідних зв’язків та їх співвідношення), антиоксидантної системи (активність супероксидисмутази та каталази).    
    3. Рекомендовано при захворюваннях, пов’язаних з негативним впливом оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів, призначати протягом місяця вранці аскорбінову кислоту, олійний розчин β-каротину, 5% розчин α-токоферолу, а ввечері - полімікроелементний препарат (композиція ессенціальних мікроелементів - цинку, заліза, марганцю, міді, хрому, кобальту - з N-2,3-диметилфенілантраніловою кислотою та кисеньвмісних солей ультрамікроелементів - селену, ванадію, молібдену)  з метою корекції порушень окислювального гомеостазу. 

   4. Науково обґрунтовані патофізіологічні механізми дії оксиетильованих нонілфенолів та їх похідних - натрієвих солей карбоксиметилатів оксиетильованих ізононілфенолів рекомендовано враховувати при впровадженні та проведенні діагностично-профілактичних заходів, зокрема для працівників підприємств, безпосередньо пов’язаних з їх синтезом та використанням.
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(22) [daTa noaaHHs 3asiBKu: 21.02.2011 AHaTtoniiBHa, UA,
) PesyHeHko KOpin
(24) [ara, 3 AKOI € YUHHUMHU 10.08.2011 KoctsiHTMHOBMY, UA,

MPERA HA KOPUCHY MOARAE: MapakywuH Mutpo IropoBuy,

(46) [ara ny6nikauii BigomocTtenn 10.08.2011, UA,
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HALIOHATNIbHUA MEAWUYHUN
YHIBEPCUTET,
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(54) Hassa kopucHoi moaeni:

CMnocCi6 [OIATHOCTUKM BTOPMHHOI IMYHHOI HEOOCTATHOCTI Y TMPALIBHUKIB
BUPOBHULTBA NMPOCTUX MNONIE®IPIB

(57) Popmyna KopucHoi mogeni:

Cnocib aiarHOCTUKK BTOPUHHOT iIMYHHOI HEOCTATHOCTI, WO BKMOYAE BU3HAYEHHSI B CUPOBATLY KPOBI MOKa3HUKIB
HecneunmivHoi PE3NCTEHTHOCTI, KNITUHHOTO Ta ryMOPanbHOro iMyHITETY, Ak BiAPI3HAETLCA TUM, WO Y NpaLuiBHUKIB
BUPOBHMLTBA NPOCTUX Moriedipis posnaan B rymopanbHiii NaHui AiarHOCTYIOTb 3@ BMICTOM LIMPKYMIOIOYMX iIMYHHUX
KOMMIIEKCIB B CUPOBATLi KPOBI, B KMITWHHIN - 3a BMicTom CD3", CD4”, a HecneumiyHOT pe3ncTEHTHOCTI - 32 BUMIpOM
haroumTapHOi aKkTUBHOCTI HEMTPOInNiB.
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(24) [JaTa, 3 AKOI € YUHHUMM 25.01.2016 UA,

npaBa Ha KOPUCHY MoAenb: XepHosasi Mapuna

(46) [ara nyGnikauii sigomocteit 25.01.2016, EsreiisHa, UA,
NPO BUAAYY NaTeHTy Ta Bion. Ne 2 AHppocoe €BreH [iIMuTpoBuMY,
Homep GroneTeHs: UA

(73) BnacHuk:
XAPKIBCbKUI
HALIOHANTbHUA MEOUYHUA
YHIBEPCUTET,
np. JleHina, 4, m. Xapkis, 61022,
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(54) HasBa kopucHoi moaeni:

CMOCIBE MPO®INAKTUKM W KOPEKLIi IMYHONOIYHOI HEOOCTATHOCTI B POBITHUKIB
BUPOBHULTBA MPOCTUX MNOJIEDIPIB

(57) dopmyna kopucHoi Mogen:

1. Cnoci6 npodinakTukm i Kopekuii iMyHHOI HEAOCTATHOCTI B POBITHUKIB BUPOBHWLTBA XiMiYHMX PEYoBUH, WO
BKMIOYAE NPUSHAYEHHS1 TPUOBITY, SKUA BIAPI3HAETLCA TUM, WO POBITHUKAM BMPOBHULITBA MPOCTUX noniedipis
TPWOBIT NpU3HaYaloTb NPOTAroM 1 MiCALS 1 AOAATKOBO BHYTPILLHBO - iIMyHOAKTUBHMIA npenapat exiHaueto nypryposy,
KOhEPMEHTHMI Npenapat HikoTWHaMiA, chiTonpenapaTt aBeon, eHTepocopbeHT dibpaberT i renaTtonpoTekTop cunibop.
2. Cnoci6 3a n. 1, sknit BiAPI3HSAETLCS TUM, LLIO HACTOSIHKY TpaBM exiHaLei nyprypoBoi npusHayalTb Nno 1/3 CKMAsHKM
3 pasun Ha foby npoTsarom 30 Ai6 nocnink, NOBTOPIOKYM NPUIIOM Yepes 6 MicALiB.

3. Cnoci6 3a n. 1, Akuit BiAPI3HAETLCA TUM, LLO HIKOTUHAMIA Npu3aHadaoTs No 0,05 r 2 pasn Ha o6y nicns npuitomy
i npoTsairom 12 Ai6, NoBTOPIOOYM KypC Yepes 6 micsuiB.

4. Cnoci6 3a n. 1, sAkuii BiAPI3HAETLCA TUM, IO aBeon npuaHavawTb no 15-20 kpanenb 2-3 pasn Ha goby 3a 30
XBWUIUH 40 Npuiiomy ixi npoTtarom 1 MicsiList, MOBTOPIOKOYM NPUtoM Yepes 6 MicsLiB.

5. Cnoci6 3a n. 1, Akuii BiAPI3HAETLCS TUM, WO hibpabeT NpuaHayaloTh y 403i 1 r/kr Macu Tina npotsirom 10 gi6.

6. Cnoci6 3a n. 1, Sk1in BiAPI3HAETLCA TUM, WO cUNiGOp NpU3HaYaKoTb Mo 1 Tabnetui 3 pas3u Ha foby Ao npuitomy
i npoTarom 1 MicaLs, NOBTOPIOOYM Kype Yepes 3 micsLi.
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A61P 1/00
\
(21) Howep sassku: u 2015 10321 (72) BunaxigHukm:
HakoHeuHa OkcaHa
(22) [ara nopaHHs 3asBku: 22.10.2015 AHaToniiBHa, UA,
y MapakywuH iMuTpo IropoBuvy,
(24) [Oara, 3 SKOi € YUHHUMMU 25.04.2016 UA,

npaBa Ha KOPUCHY MoAenb: MakcuMoBa Ipm-la

FeHHapiiBHa, UA,

(46) [ata ny6nikauii sBinomocTeit 25.04.2016, XepHoBas MapuHa

npo Bm,q6aqy naTeHTy Ta Bion. Ne 8 EErouliais: (%
HoMmep GloneTeHs: » UA,
AHppocoB €BreH [IMUTpoBMY,
UA

(73) BnacHuk:
XAPKIBCbKUA
HAUIOHANBHUA MEOWYHUNA
YHIBEPCWUTET,
np. JleHina, 4, M. Xapkis, 61022,
UA

(54) Hasea kopucHoi mogeni:

CNOCIB NPO®INAKTUKA A KOPEKLII MEYIHKOBO-KNITUHHOI HEQOCTATHOCTI B POBITHUKIB
BUPOBHULITBA XIMIYHUX PEYOBWH

(57) Popmyna kopucHoi mogeni:

1. Cnoci6 npodinakTku 1 Kopekwjii MeYiHKOBO-KMiTUHHOI HEO0CTaTHOCTI B pPOBITHMKIB BUPOBHULITBA XiMiYHMX
PE4OBUH, L0 BKNOYaE BBEAEHHSI eHTepocopbeHTy tibpabery, AHTUOKCUAAHTY KpesauunHy, hocthaTuannxoniHoBux
ninocom 3 iHKOPMOPOBaHUM Kpes3aLWHOM Ta iMyHOMOZYyNsiTOpa TUManiHy, Skui BiAPI3HAETLCSA TUM, WO PoBiTHUKAM
BUPOGHMLTBa NpocTyx noniedipis chibpadet npusHadaioTb npotarom 10 A6, ik aHTMOKCUAAHTHUIA Npenapar - aBeorn,
ik iIMyHOMOZYNATOP - exiHaUel NyprnypoBy, a Takox AOAATKOBO - renaTonpoTekTop cunibop, BiTamiHHi NpenapaTty
HIKOTUHaMIA, | TPMOBIT.

2. Cnocib 3a n. 1, kMl BiAPI3HAETLCS TUM, Lo aBeon npusHadaTk no 15-20 kpanens 2-3 pasu Ha o6y NpoTsrom
1 micaus 3a 30 xBUNKMH A0 i, NOBTOPIOIOYM NPUOM Yepes 6 MicsiLiB.

3. Cnoci6 3a n. 1, AKkuit BiAPI3HAETLCSA TUM, LLO HaCTOsAHKY TpaBw exiHaLel nypnypoBoi Npu3HayatTb no 1/3 CKASHKY
3 pasu Ha foby npoTsarom 30 4i6 nocnins, MOBTOPIOKOYM KypC Yepes 6 MicsiLiB.

4. Cnoci6 3a n. 1, Akuit BiAPISHAETLCS TUM, wo cunibop npusHavatots no 1 TabneTui 3 pasu Ha noby fo npuiiomy
IXi NPOTArom 1 MicsiLs, NOBTOPIOKYM NPUIOM yepes 3 micaui.

5. Cnoci6 3a n. 1, skuil Biapi3HAETLCS TWM, WO HiKOTUHAaMIA npuaHadaTs no 0,05 r 2 pasu Ha pnoby npoTsarom 12
Ai6 nicnsa npuitomy ixi, a TPUOBIT - no 1 kancyni 2 pasu Ha o6y npotarom 1 micsus nicns NpUOMy i, MOBTOPIOOYN
KypcC 4epes 6 micauis.
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КСЕНОБІОТИКИ





Тривалий вплив на організм





Короткочасний вплив на організм





виснаження внутрішніх резервів;


зниження виведення КБ та їх знешкодження;


порушення електролітного обміну в клітинах, тканинна гіпоксія, метаболічний ацидоз, блокада ферментних систем;


мембраноліз;


апоптоз








посилення формування захисних механізмів;


стимуляція виведення КБ та їх знешкодження;


розвиток неспецифічних метаболічних та функціональних порушень: імунної системи, біоенергетики, біосинтезу білка, системи антиоксидантного захисту, метаболізму амінокислот, жирних кислот тощо.





порушення гомеостазу 


патологічного 


процесу





розвиток 


патологічного 


процесу





стан специфічної імунної резистентності (загальна кількість лейкоцитів, лімфоцитів, вміст субпопуляцій лімфоцитів, рівень імуноглобулінів, цитокінів)





I етап:


оцінити стан імунної системи 


 





стан клітинних і гуморальних факторів неспецифічної імунної резистентності (лейкоцитарна формула, фагоцитарна активність нейтрофілів, вміст  гаптоглобіну, церулоплазміну, фібриногену, рівень лізоциму)  





активність моноамінергічних нейромедіаторних систем (вміст у головному мозку ДОФА, дофаміну, норадреналіну, серотоніну, триптофану) 


 








II етап:


оцінити стан процесів нейро-гуморальної


регуляції  


    





вміст нейромедіаторних амінокислот у головному мозку 


(глутамату, аспартату, гліцину, ГАМК) 


 





динаміка змін вмісту гормонів у сироватці крові   


 





стан білкового обміну (вміст амінокислот, пірувату, γ-амінобутирату, таурину, орнітину,  загального білка, сечовини, креатиніну, альбуміну) 


 





стан мінерального обміну  (вміст калію, натрію, кальцію, магнію, фосфору, заліза, цинку, міді, марганцю у сироватці крові та еритроцитах) 


 











III етап:


оцінити стан окислю-вального гомеостазу 


    





активність оксидантно-антиоксидантної системи (за вмістом продуктів перекисного окислення ліпідів та окисної модифікації білків, метаболітів оксиду азоту; активністю супероксиддисмутази еритроцитів та каталази крові)


 





стан клітинних мембран (за фосфоліпідним складом і проникністю мембран еритроцитів; плинністю мембран еритроцитів і лімфоцитів) 


 





Активність мікросомального окислення та окисно-відновлювальних процесів (за швидкістю споживання кисню та окисленням НАДФН2, вмістом цитохромів Р-450 та b5, активністю НАД(Ф)Н-цитохром с - редуктаз та о-деметилази; вмістом тіолових і дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів) 


 





IV етап:


оцінити стан  енергетичних процесів     





активність аденілнуклеотидної системи (за вмістом АТФ, АДФ, АМФ у печінці) 


 





активність дихального ланцюга у мітохондріальній фракції гепатоцитів  


 





V етап:  визначити «сигнальні» показники патофізіологічних порушень 


при дії на організм ОЕНФ та їх похідних


     





VI етап:  оцінити стан адаптивних реакцій за змінами «сигнальних» показників у динаміці спостереження та обґрунтувати засоби їх корекції  


     





VII етап:


обґрунтувати патофізіологічні механізми розвитку 


структурно-метаболічних і функціональних порушень 


при дії на організм ОЕНФ та їх похідних  


     





«Сигнальні» показники на тривалу дію 


ОЕНФ та їх похідних у дозах 1/10 і 1/100 ДЛ50





біоенергетичні процеси:


АТФ,


АМФ,


індекс фосфорилування,


термодинамічний контроль 


дихання








імунна 


система:


Т-лімфоцити,


В-лімфоцити, лейкоцитарна формула





моноамінергічна та аміноацидергічна системи:


 дофамін,


норадреналін,


глутамат,


ГАМК 





ендокринна система:


кортикотропін, 


тиреотропін,


тироксин,


адреналін, 


кортизол








окислювальний гомеостаз:


ТБК-реактанти, шифові основи, динітрофенілгідразони, супероксиддисмутаза, антиоксидантно-прооксидантний індекс, інтенсивність хемілюмінесценції, активність iNOS, лізоформи фосфоліпідів клітинних мембран, співвідношення   SH-/-S-S-





білковий та мінеральний обміни:


піруват, оксипролін,


глутамат, аспартат, аспарагін, валін, таурин, орнітин, натрій, магній, кальцій, мідь 








Активація неспецифічних адаптаційних реакцій:  


підвищення утворення АФК (можливих потенційних месенджерів при передачі регуляторного сигналу від міжклітинних сигнальних молекул та їх мембранних рецепторів на внутрішньоклітинні регуляторні системи, що контролюють експресію генів, які кодують захисні системи);


незначне підвищення вмісту ТБК-реактантів, шифових основ, маркерів фрагментації білків – альдегід-динітрофенілгідразонів;


активація тіолдисульфідної системи у бік збільшення тіолових груп;


підвищення інтенсивності ХЛ сироватки крові;


 збільшення активності СОД еритроцитів, каталази крові.





Напруження неспецифічних адаптаційних реакцій:  


ознаки зсуву оксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік оксидантів: підвищення рівня шифових основ, ТБК-реактантів, карбонільних груп окисно-модифікованих білків, продукції двооксису вуглецю, переважання дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів над тіоловими групами при поступовому зниженні активності антиоксидантних ферментів;


можлива відміна запуску редокс-чутливих сигнальних систем та нівелювання месенджерної функції АФК  


 





Зрив неспецифічних адаптаційних реакцій:  


суттєве стійке накопичення кінцевих продуктів ПОЛ – шифових основ, маркерів агрегації білків – кетон-динітрофенілгідразонів;


суттєве переважання дисульфідних зв’язків у білках мембран еритроцитів над тіоловими групами;


зниження інтенсивності ХЛ сироватки крові;


зниження виведення кінцевого продукту окислення – двоокису вуглецю;


виснаження активності СОД етрироцитів та каталази крові; 


можлива дезактивація ядерних факторів транскрипції через інгібування редокс-сигналізації.





ОКСИЕТИЛЬОВАНІ НОНІЛФЕНОЛИ, НАТРІЄВІ СОЛІ КАРБОКСИМЕТИЛАТІВ ОКСИЕТИЛЬОВАНИХ ІЗОНОНІЛФЕНОЛІВ





Активація мікросомального окислення у гепатоцитах








            ↑Активні форми            ↑NO(


                      кисню








           ↑H2O2                        ↑O2-  


                                                 ↑ Пероксинітрит














          О К С И Д А Т И В Н И Й  С Т Р Е С  


            





Активація глутаматних рецепторів








Активація НАДН-коензим Q-оксидоредуктази 











↓ антиоксидантного захисту








↑ ПОЛ





↑окислювальної модифікації


білків





Активація процесів, пов’язаних з метаболізмом NO 











ВТОРИННИЙ МЕМБРАНОТОКСИЧНИЙ ЕФЕКТ





ПЕРВИННИЙ


МЕМБРАНОТОКСИЧНИЙ ЕФЕКТ





К Л І Т И Н Н І  М Е М Б Р А Н И





порушення структурної цілісності та функціональної повноцінності імунної системи;


розбалансування моноамінергічних та аміноацидергічних нейромедіаторних систем головного мозку,  гормонального профілю сироватки крові, білкового та мінерального обмінів;


розбалансування аденілнуклеотидної системи, порушенням активності дихального ланцюга мітохондрій гепатоцитів;


зміна внутрішньоклітинних процесів;


зміна редокс-гомеостазу (відміна запуску редокс-чутливих сигнальних систем та нівелювання месенджерної функції активних форм кисню).














ДИСГОМЕОСТАТИЧНІ ЗМІНИ В ОРГАНІЗМІ
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