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Дисертаційна робота присвячена токсиколого-гігієнічному дослідженню оригінального антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти (АДЗ-ПЯК) із застосуванням підходів біологічного моніторингу ксенобіотиків, експериментальному визначенню патогномонічних критеріїв несприятливого впливу досліджуваної сполуки на організм піддослідних тварин за різних шляхів надходження і тривалості дії, науковому обґрунтуванню тестів експозиції та біомаркерів ефекту як критеріїв біологічного моніторингу похідного янтарної кислоти.  

Наукова новизна дисертаційної роботи полягає у тому, що за результатами комплексних експериментальних токсиколого-гігієнічних досліджень уперше одержані нові дані щодо особливостей токсикокінетики оригінального антидіабетичного засобу при внутрішньошлунковій та інгаляційній дії за умов одноразового та субхронічного надходження до організму. Уперше встановлено, що характерною особливістю токсикокінетики антидіабетичного засобу за умов одноразового внутрішньошлункового та інгаляційного впливу є тривале перебування вихідної сполуки у системному кровотоці, найбільш виражене при інгаляційній дії. Уперше доведено, що провідну роль в елімінації антидіабетичного засобу відіграють процеси біотрансформації, які дещо переважають над процесами екскреції незміненої сполуки, враховуючи зростання константи швидкості елімінації антидіабетичного засобу в сполучені з уповільненням темпів його системного кліренсу та зміщення часу досягнення середніх максимальних концентрацій метаболітів відносно основної сполуки. 
Уперше виявлено, що при субхронічному внутрішньошлунковому введенні АДЗ-ПЯК токсикокінетика його розподілу характеризувалась достатньо високими значеннями концентрацій антидіабетичного засобу на рівні 37,1±3,6 нг/мкл та метаболіту β- фенілетилсукцинаміду                         (β-ФЕСА) – 41,7±7,9 нг/мкл в плазмі крові через 5 днів спостереження. Аналогічне співвідношення концентрацій сполук зареєстровано і наприкінці експерименту.  
На підставі проведених експериментальних досліджень уперше встановлено, що токсикокінетичними особливостями антидіабетичного засобу при довготривалому впливі на рівні порогу гострої інгаляційної дії (Limac) є превалювання концентрації АДЗ-ПЯК в плазмі крові, яка становила 15,8±2,5 нг/мкл, що значно перевищувало рівні метаболітів, вміст яких було розподілено з незначним переважанням у бік β-ФЕСА. При надходженні досліджуваної сполуки на рівні порогу хронічної інгаляційної дії (Limch) кількісний рівень метаболіту β-ФЕСА у плазмі крові становив 46,1±2,1 нг/мкл, що суттєво перевищувало концентрацію вихідної сполуки (28,7±4,5 нг/мкл) та іншого метаболіту 2-гідроксифенілсукцинаміду              (2-ГФСА) – 9,2±1,1  нг/мкл.
Уперше із застосуванням методів математичного моделювання на підставі виявлених статистично значущих кореляційних зв'язків між рівнем екзогенної дози та концентрацією антидіабетичного засобу/його метаболітів в плазмі крові за умов субхронічного внутрішньошлункового та інгаляційного надходження обґрунтовано тести експозиції, якими є вміст антидіабетичного засобу та його метаболітів 2-ГФСА та β-ФЕСА в плазмі крові. 

За результатами проведених експериментальних досліджень визначено особливості токсикодинаміки антидіабетичного засобу за умов субхронічного внутрішньошлункового та інгаляційного впливу субстанції. При дослідженні про- та антиоксидантного гомеостазу щурів в умовах субхронічного внутрішньошлункового введення АДЗ-ПЯК після 5 днів в крові зафіксовано підвищення рівня сполук, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (ТБКАС) на 25 % (р<0,05) в порівнянні з контролем. Зазначені зміни спостерігали на фоні помірної активації антиоксидантного захисту у вигляді зростання активності каталази сироватки крові та супероксиддисмутази (СОД) в гомогенаті печінки. Водночас після 15 та 30 днів внутрішньошлункової дії досліджуваної сполуки у піддослідній групі тварин в порівнянні з контролем спостерігали інтенсифікацію проміжних та кінцевих реакцій ПОЛ у вигляді підвищення рівнів гідроперекисів ліпідів (ГПЛ) у сироватці крові на 44 % (р<0,05) після 15 днів впливу та збільшення вмісту ТБКАС у тканині печінки на 17 % (р<0,05) наприкінці експерименту.
Відзначені зміни у процесах ліпопероксидації піддослідних щурів за умов внутрішньошлункового надходження пов'язані зі зниженням активності глутатіонпероксидази (ГП) гемолізату еритроцитів після п'яти днів на 8 % (0,05<р<0,1), через 15 днів на 67% (р<0,05) та після 30 днів на 71% (р<0,05) порівняно із контролем, яке зафіксовано на тлі суттєвого падіння активності СОД гомогенату печінки на 33 % в середині експерименту. 
За умов інгаляційного впливу похідного янтарної кислоти на рівні Limac зареєстровано лише підвищення рівня дієнових кон'югатів (ДК) сироватки крові до 0,5±0,03 мкмоль/л проти 0,38±0,02 мкмоль/л в контролі (p<0,05). В той же час при впливі на рівні Limch у піддослідної групи тварин відмічено підвищення концентрації ГПЛ (до 103,3±6,5 та 87,5±8,1 мкмоль/г тк. проти 70,2±3,7 мкмоль/г тк. в контролі (р<0,05)) на тлі падіння активностей каталази та ГП тканини печінки на 20% та 50%  відповідно  (р<0,05).
З боку показників системи метаболізму оксиду азоту зареєстровано зниження активності сумарної синтази оксиду азоту (с-NOS) гомогенату печінки через п'ять днів внутрішньошлункового надходження на 45% (p<0,05) та після 30 днів внутрішньошлункового та інгаляційного впливу сполуки на рівні Limac на 30% (p<0,05). Втім при інгаляційній дії АДЗ-ПЯК на рівні Limac та Limch у тварин піддослідної групи активність с-NOS гемолізату еритроцитів також була знижена на 58% та 37% відповідно (p<0,05). Поряд з цим зафіксовано статистично значуще падіння продукції нітрит/нітрат аніонів у плазмі крові, сечі та гомогенаті печінки різного ступеню виразності як за умов внутрішньошлункового, так і інгаляційного надходження.
На підставі отриманих даних встановлено, що лімітуючими критеріями внутрішньошлункового впливу антидіабетичного засобу є рівень ТБКАС крові, активність сумарної с-NOS гомогенату печінки, активність ГП гемолізату еритроцитів та концентрації NO2-/NO3- плазми крові. Критеріями інгаляційного впливу на рівні Limac і Limch слід вважати активність каталази сироватки крові, концентрацію ТБКАС і ГПЛ гомогенату печінки, активність ГП, ГР гемолізату еритроцитів, ГТ гомогенату печінки, активність с-NOS гемолізату еритроцитів та концентрацію NO2- в сечі.  
Уперше встановлені та параметризовані нові моделі причинно-наслідкових взаємозв'язків між рівнем екзогенної дози антидіабетичного засобу, тестами експозиції досліджуваної сполуки, її метаболітів в плазмі крові та змінами деяких біохімічних показників, які визначено в якості патогномонічних критеріїв несприятливого впливу антидіабетичного засобу незалежно від шляхів надходження до організму.
Враховуючи особливості токсикодинаміки уперше встановлені та науково обґрунтовані біомаркери ефекту похідного янтарної кислоти з антидіабетичною активністю. Доведено, що підвищення рівнів гідроперекисів ліпідів сироватки крові, зниження рівнів нітрит-аніонів плазми крові та активності глутатіонпероксидази гемолізату еритроцитів – є біомаркерами ефекту внутрішньошлункової дії антидіабетичного засобу. Біомаркерами ефекту інгаляційного впливу антидіабетичного засобу – є підвищення рівня гідроперекисів ліпідів гомогенату печінки, зниження активності синтази оксиду азоту гемолізату еритроцитів та каталази, глутатіонпероксидази гомогенату печінки і зниження рівня нітрит-аніонів сечі. 
Для визначення та оцінки тестів експозиції уперше розроблено та апробовано біоаналітичну методику кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові із застосуванням методу високоефективної рідинної хроматографії. Встановлені основні етапи пробопідготовки плазми крові для проведення хроматографічного аналізу: термоденатурація аліквот плазми крові, ферментативна декон'югація метаболітів антидіабетичного засобу, осадження протеїнів/ліпоропротеїнів розчином ацетонітрилу у кислому середовищі та визначення оптимальних умов хроматографічного аналізу. Отримано високий рівень повноти вилучення досліджуваних сполук з плазми крові, враховуючи їх одночасну присутність в біологічному субстраті. Визначено, що методика селективна, забезпечує відхилення знайдених концентрацій для зразків контролю якості від номінальних значень в межах 15 %, при цьому внутрішньосерійна прецизійність не перевищувала для концентрації  антидіабетичного засобу – 6 %, для метаболіту 2-гідроксифенілсукцинаміду (2-ГФСА) −10 %, для метаболіту β-фенілетилсукцинаміду (β-ФЕСА)  − 5 %. 
На підставі отриманих даних уперше на прикладі антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти еспериментально обґрунтувана методична основа для проведення біологічного моніторингу лікарських засобів похідних янтарної кислоти та розроблено алгоритм диференційованого відбору комплексу інформативних біомаркерів при обґрунтуванні біологічного безпечного рівня впливу похідних янтарної кислоти. 
Ключові слова: біологічний моніторинг, тести експозиції та біомаркери ефекту, антидіабетичний засіб.
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The thesis paper deals with a comprehensive toxicological and hygienic study of an original antidiabetic agent, a succinic acid derivative (ADA-SAD). The thesis research used approaches of biological monitoring of xenobiotics and experimentally revealed pathognomonic criteria of an adverse effect of the studied compound on the organism of experimental animals in different routes of intake and duration of the action. The thesis paper provides a scientific substantiation for exposure tests and biomarkers of the effect as criteria for the biological monitoring of the succinic acid derivative.
The scientific novelty of the thesis research consists in the fact that, for the first time, according to results of complex toxicological-hygienic studies new data were received concerning peculiarities in the toxicokinetics of the original antidiabetic agent after its intragastric and inhalation administration in conditions of its single and subchronic intake by the organism. It was found for the first time that in conditions of single intragastric and inhalation administration a leading part in the elimination of the antidiabetic agent was played by biotransformation processes, which slightly prevailed over those of the excretion of the unchanged compound, taking into account an increase in the elimination rate constant combined with slower rates of the systemic clearance. 
It was found out for the first time that in case of the subchronic intragastric administration of the ADA-SAD the toxicokinetics of its distribution was characterized by sufficiently high concentration values in blood plasma at the level of 37,1 ± 3,6 ng/μl for the antidiabetic agent and 41,7 ± 7,9 ng/μl for the metabolite β-PhESA after 5 days of observation; virtually the same concentration ratio was registered at the end of the experiment.
On the basis of the conducted experimental studies it was first discovered that in cases of subchronic inhalation of the antidiabetic agent on the threshold of an acute inhalation effect of the compound (Limac) the blood plasma concentration of the ADA-SAD  was 15,8 ± 2,5 ng/μl, it significantly exceeding metabolite test of exposure values, which were distributed with a slight predominance in the direction of β-PhESA. When the substance of the test compound was administered at the level the threshold of the chronic inhalation effect (Limch), the test of exposure of β-PhESA metabolite was 46,1±2,1 ng/μl, it significantly exceeding the concentration of the antidiabetic agent  (28,7 ± 4,5 ng/μl) and other metabolite      2-hydroxiphenylsuccinamide 2-HPhSA (9,2±1,1 ng/μl).
For the first time, the content of the antidiabetic agent and its metabolites,  2-HPhSA and β-PhESA, in blood plasma as tests of exposure were grounded with use of mathematic modelling methods on the basis of the revealed statistically significant correlation relationships between  the level of the exogenous quantity of the compound and the concentration of the antidiabetic agent / its metabolites in blood plasma in conditions of the subchronic intragastric and inhalation administration.

Peculiarities in toxicodynamics of the antidiabetic agent in conditions of the subchronic and inhalation administration of the substance were found out by results of the experimental researches. The study of the pro- and antioxidant homeostasis of rats in conditions of the subchronic intragastric administration of ADA-SAD after 5 days revealed a higher blood level of the compounds, which reacted with thiobarbituric acid (TBA-RS), by 25 % (р<0,05) versus controls. The above changes were observed against a background of a moderate activation of antioxidant defence in the form of an increased activity of blood serum catalase and superoxide dismutase (SOD) in liver homogenate. In addition, after 15 and 30 days the intragastric action of the studied compound in the experimental group of animals demonstrated an intensification of intermediate and final reactions of lipid peroxidation in the form of, respectively, higher levels of lipid hydroperoxides (LOPs) in blood serum by 44 % (р<0,05) after 15 days administration and an increased content of TBA-RS reaction products in the liver tissue by 17 % (р<0,05) at the end of the experiment versus controls.

The above changes in lipid peroxidation processes in the experimental rats in conditions of the intragastric administration were associated with a reduced activity of glutathione peroxidase (GPx) in erythrocyte hemolysate after 5 days by 8 % (0,05<р<0,1), after 15 days by 67% (р<0,05) and after 30 days by 71% versus controls. This reduction was registered against a background of a significant drop in the activity of SOD in rat liver homogenate by 33% in the middle of the experiment.
In the conditions of the inhalation administration the ADA-SAD at the level of Limac only  increased levels of diene conjugates in blood serum up to 0,5 ± 0,03 μM/l against 0,38±0,02 μM/l (p<0,05) in controls were registered. At the same time, when was used ADA-SAD at the level of Limch, the experimental group of animals demonstrated a higher concentration of LOPs (up to 103,3±6,5 and 87,5 ±8,1 versus 70,2±3,7 μМ/g tissue in controls (р<0,05) against a background of a reduction in the activities of catalase and liver GPx by, respectively, 20% and 50% (р<0,05). Values of the system of nitric oxide metabolism revealed a reduced activity of total nitric oxide synthase (сNOS) of liver homogenate after 5 days of its intragastric administration by 45% (p<0,05) and after 30 days of the intragastric and inhalation administration of the compound at the level of Limac by 30%  (p<0,05). But in cases of the inhalation of the      ADA-SOD at the level of Limac and Limch in animals of the experimental group the activity of cNOS in their erythrocyte hemolysate was reduced too by, respectively 37% and 58% (p<0,05). At the same time a statistically significant decrease was registered in the production of nitrite/nitrate anions in blood plasma, urine and liver homogenate with varying degrees of expression in conditions of both intragastric and inhalation administration.

On the basis of the obtained data it was found out that TBA-reaction products, activity of liver homogenate cNOS, activity of GPx of erythrocyte hemolysate and NO2-/NO3- concentrations in blood plasma were the limiting criteria for the intragastric effect of the antidiabetic agent. Activity of blood serum catalase, concentrations of TBA-reaction products and LOPs in liver homogenate, GPx activity, glutathione reductase of erythrocyte hemolysate, glutamyl transferase of liver homogenate, cNOS activity of erythrocyte hemolysate and NO2- concentration in urine should be regarded as criteria of the inhalation administration on the levels of Limac and Limch.
For the first time new models of cause-effect relationships between the level of the exogenous administration of the antidiabetic agent, tests of exposure of the studied compound, its metabolites in blood plasma and changes of some biochemical indices were revealed and parametrized, these changes being found out as pathognomonic criteria of an unfavorable effect of the antidiabetic agent irrespective of the routes of its intake by the organism.
Biomarkers of the effect of the succinic acid derivative with antidiabetic activity were first revealed and scientifically substantiated on the basis of the obtained data concerning peculiarities in toxicodynamics. It was proved that higher levels of blood serum LOPs, decreases in levels of nitrite anions in blood plasma and activity of GPОх of erythrocyte hemolysate were biomarkers of the effect of the intragastric action of the antidiabetic agent. Higher levels of LOPs in liver homogenate, a reduced activity of cNOS in erythrocyte hemolysate and that of catalase and GPОх in liver homogenate and a lower level of nitrite anions in urine were biomarkers of effect of the inhalation action of the antidiabetic agent.
Has been installed of biological exposure levels antidiabetic agent in blood plasma at the level 11 ng/μl.

A bioanalytical technique for quantitative revealing of the antidiabetic agent and its metabolites in blood plasma was worked out using the method of high efficiency liquid chromatography; it was applied at the initial stage of experimental researches. Basic stages of sample preparation of blood plasma for chromatographic analysis were found out, namely: thermodenaturation of blood plasma aliquots, enzymatic deconjugation of the antidiabetic agent metabolites, precipitation of proteins/lipoproteins with acetonitrile solution in acidic medium and revealing of the optimum conditions for chromatographic analysis. A high completeness of extraction of the studied compounds from blood plasma, taking into account their simultaneous presence in a biological substrate, was achieved. It was revealed that the technique was selective; it provided deviation of the found concentrations for quality control samples from their nominal values within 15%, while intra-series precision did not exceed 6% for the concentration of the antidiabetic agent, 10% for 2-HPhSA and 5% for β-PhESA.
For the first time on the example of the antidiabetic agent of succinic acid derivative, on the basis of the obtained data, a methodological approach to carrying out biological monitoring of drugs derived from succinic acid was experimentally grounded and an algorithm for differential choice of a complex of informative biomarkers in substantiation of a biological exposure level of succinic acid derivatives was developed.
Key words: biological monitoring, tests of exposure and biomarkers of effect, antidiabetic agent.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ,ОДИНИЦЬ, 
СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ
АДЗ-ПЯК – антидіабетичний засіб ‒ похідне янтарної кислоти;
АОЗ – антиоксидантний захист;
АТФ–аденозінтрифосфат;
АХЕ–ацетілхолінестераза;
БГДК–біологічно гранично допустима концентрація;
БЕ–біологічний еквівалент;
БМЛ–біологічний моніторинг людини;
ВДТД–вища добова терапевтична доза;
ВЕРХ–високоефективна рідинна хроматографія;
ВООЗ (WHO) − всесвітня організація охорони здоров'я;
ГДК р.з− гранично допустима концентрація в повітрі робочої зони;
2-ГФСА – 2-гідроксифенілсукцинамід;
ГлВ – глутатіон відновлений;
ГП–глутатіонпероксидаза;
ГПЛ – гідроперекиси ліпідів;
ГР–глутатіонредуктаза;
ГТ–глутатіонтрансфераза; 
ДІ–довірчий інтервал;
ДК – дієнові кон’югати;
ДЛ50–середньолетальна доза;
ДНК–дезоксирибонуклеїнова кислота;
ЄЕС–Європейский економічний союз;
ЄС–Європейське співтоваривство;
КМ–коефіцієнт маси;
ЛЗ–лікарський засіб;
МДТД–мінімальна добова терапевтична доза;
м.т. – маса тіла;
МОП–міжнародна організація праці;
НАДФ–нікотинаміддинуклеотидфосфат;
НАДФН– нікотинаміддинуклеотидфосфат відновлений;
НЕЖК–неетерифіковані жирні кислоти;
ОБРВ–орієнтовно беезпечний рівень впливу;
ПОЛ – перекисне окиснення ліпідів;
ПЯК–похідне янтарної кислоти;
РНК–рибонуклеїнова кислота;
СДГ–сукцинатдегідрогеназа;
ТБКАС – сполуки, що реагують з тіобарбітуровою кислотою;
ЯК–янтарна кислота;
β-ФЕСА – β-фенілетилсукцинамід;
ACGIN– Американська  асоціація державних промислових гігієністів;
BAT–біологічно толерантна величина;
BEI–біологічний індекс експозиції;
BLV–біологічно граничний рівень;
COPHES/DEMOCOPHES  – Консорциум для виконання біомоніторингу людини в Європейскому масштабі;
CDC– Центр контролю і запобігання захворюванням;
F–коефіцієнт Фішера;
GLP– належна лабораторна практика;
GSSG – глутатіон окиснений;
GPR–рецептори повязані з G-протеїнами;
GS-ДНБ – комплекс GS-2,4-динітробензол;
Hb–гемоглобін;
IgE–імуноглобулін;
in vitro– «в пробірці»;
Limac − порог гострої інгаляційної дії;
Limch − порог хронічної інгаляційної дії;
NIOSH– Національний інститут проблем безпеки праці та охорони здоров'я;
NO2-–нітрит-аніон;
NO3-–нітрат-аніон;
NO–оксид азоту;
сNOS – NO-синтаза; 

OSHA– Управління з безпеки праці та охорони здоров'я;
p–вірогідність;
PBPK–фізіологічні фармакокінетичні моделі;
Р-450–цитохром;
QC–зразок контролю якості; 
r–коефіцієнт кореляції;
SCOEL– Науковий комітет по граничним значенням Європейського комітету;
ВСТУП
На сьогодні проблема забруднення довкілля хімічними речовинами викликає обґрунтовану стурбованість світової і європейської спільноти. Численні епідеміологічні дослідження показали прямий зв'язок між зростанням числа захворювань від дії хімічних чинників та впливом несприятливих техногенних факторів [1-2]. 
В Українi пiд санітарно-епідеміологічним наглядом перебуває близько 4,5 тисяч хiмiчних пiдприємств, зареєстровано до 940 хiмiчних речовин промислового застосування [3].

Для сучасної хiмiчної промисловості характерним є розвиток виробництва продуктiв органiчного синтезу, зокрема хiмiчних волокон, синтетичних полiмерiв, пластичних мас, але переважним сектором даної промисловості є фармацевтична галузь та виробництво лікарських засобів (ЛЗ), якi дедалi частіше використовуються в багатьох сферах життедiяльностi людини [4].
Хіміко-фармацевтична промисловість є однією з матеріалоємних галузей, яка за міжнародною класифікацією (Агенція по охороні навколишнього середовища США) належить до групи екологічно небезпечних підприємств [5-6]. 
Підприємства хіміко-фармацевтичної промисловості є джерелами менш багатотонажних, але значно більш різноманітних за токсичними викидами у виробниче та навколишнє середовище [7]. 

Провiдним несприятливим чинником, зокрема при виробництві ЛЗ, є забруднення шкiдливими органічними та неорганічними речовинами повiтря робочих примiщень, одягу, шкiрних покривiв працiвникiв, поверхонь устаткування, будiвельних конструкцiй, територiї промислових майданчикiв та довкiлля [8-9]. При недотриманнi санітарно-гiгiєнiчних вимог видiлення шкiдливих хімічних речовин вiдбувається за недостатньої герметизацiї устаткування в ходi технологiчних процесiв, комунiкацiй, транспортуваннi, завантаженнi i розвантаженнi сировини, вiдборi проб повітря, введеннi додаткових реагентiв, очищеннi апаратури пiд час ремонтних робiт та аварiйних ситуацій практично на ycix етапах технологiчного процесу [10]. 
Натепер частка виробничо зумовленої патологiї хiмiчної eтioлoгії серед iнших захворювань, пов’язаних з працею, залишається значною та становить 23 %, а професійні інтоксикації у робітників цієї галузі посідають четверте місце у переліку загальної та професiйної захворюваностi [3].
Вищезазначене обумовлює необхідність розробки гігієнічних регламентів вмісту хімічних сполук у виробничому та навколишньому середовищі на всіх етапах технологічного процесу, а також необхідність випереджаючого встановлення як безпечних рівнів впливу сполук на організм працюючих, так і методів їх біологічного контролю [11]. 

Одним iз важливих заходiв профiлактики шкiдливої дiї хiмiчних речовин на організм працюючих хіміко-фармацевтичних підприємств є систематичний контроль вмісту шкідливих речовин у повітрі робочої зони     (хімічний моніторинг) та дотримання встановлених гігієнічних регламентів. В Україні дієвим заходом є дотримання гранично допустимої концентрації речовини у повітрі робочої зони  (ГДК р.з.) [12]. 
Важливим пунктом нещодавно прийнятих міжнародних документів стало визначення стратегічних напрямків з хімічної безпеки, серед яких пріоритетними є розробка заходів щодо поліпшення умов праці та здоров'я робітників / населення із використанням методології біологічного моніторингу людини (БМ) в системі оцінювання ризику небезпечного впливу полютантів на організм людини [13-16].
Найважливішою умовою ефективності оцінювання ризиків впливу хімічних речовин є одночасне використання методів контролю якості повітря робочої зони (атмосферного повітря), тобто проведення хімічного моніторингу та біологічного моніторингу як інструментів доказової медицини професійних інтоксикацій для підвищення надійності захисту здоров’я працюючих [17-20]. 
Відповідно до нормативно-правових постанов ВООЗ біологічний моніторинг передбачає ідентифікацію та вимірювання концентрацій токсичних хімічних речовин або їх метаболітів (кількісний вираз БМ –тест/біомаркер експозиції) в біологічних середовищах людини (плазма крові, сеча тощо) з подальшим зіставленням цих даних з рівнями зазначеного токсиканта в повітрі робочої зони / атмосферному повітрі та ступенем порушень стану здоров'я [21-22]. Біомоніторинг призначений для усунення невизначеності при оцінюванні ступеню впливу хімічного фактора, що неминуче виникає у разі використання непрямих методів, які спираються на розрахункові підходи і нездатні враховувати індивідуальні поглинені організмом дози, оцінювати вплив токсиканту при надходженні до організму від різних джерел та декількома шляхами. Тому біомоніторинг може розглядатися як основний інструмент для визначення тяжкості і характеру впливу несприятливого фактора на організм людини та доповнює санітарно-хімічний контроль повітря робочої зони [23]. 

За результатами теста /біомаркера експозиції встановлюють величину гігієнічного нормативу для БМ, який характеризує безпечний рівень хімічної сполуки або її метаболітів в біосубстратах працюючих/населення, при якому у термін безпосереднього контакту з токсикантом або у віддалені строки життя не виникає відхилень у стані здоров'я [24-26].  
Вступ України до Європейського союзу та європейської економічної спільноти робить найбільш пріоритетними питання зближення санітарного законодавства, зокрема, гармонізації санітарно-гігієнічних нормативів контролю якості виробничого середовища та довкілля з міжнародними стандартами. 
Сучасні підходи до гігієнічного регламентування ЛЗ та оцінювання їх безпечності потребують, у першу чергу, проведення комплексних токсикологічних досліджень з визначенням параметрів токсичності,  отриманням даних щодо токсикодинаміки та токсикокінетики ЛЗ за різних умов та тривалості впливу, вивченням особливостей специфічної біологічної дії сполук [27]. Поряд з цим необхідно також визначення пріоритетних критеріїв несприятливого впливу хімічного чинника на організм тобто тих показників (біомаркерів ефекту), зміни яких відображають особливості взаємодії між організмом та ксенобіотиками, в тому числі лікарськими засобами, в залежності від екзогенного рівня їх впливу [28]. 

Більшість ЛЗ є біологічно активними речовинами, яким притаманна специфічна активність [29] та можливий плейотропний профіль біологічної/ токсичної дії на організм навіть у малих дозах [30-31]. Дані особливості, в свою чергу, обов’язково необхідно враховувати при розробці заходів щодо  попередження можливого несприятливого впливу ЛЗ на організм працюючого контингенту в умовах їх промислового випуску. Тому встановлення залежності між вмістом лікарського засобу в повітрі виробничих приміщень та рівнем самої сполуки (або її метаболітів) в біологічних субстратах працюючих залишається вельми актуальним. Крім того з метою ранньої діагностики професійної патології необхідно постійно вдосконалювати методи визначення/оцінки різних видів токсичних ефектів лікарських засобів із застосуванням нових критеріально значущих показників (біомаркерів), які б відрізнялись високою діагностичною/аналітичною  чутливістю, інформативністю та специфічністю [32-34]. 
Незважаючи на достатню кількість опублікованих робіт з проведення токсиколого-гігієнічної експертизи та досліджень безпечності лікарських засобів [35-37], відомостей щодо розробки підходів та принципів використання тестів експозиції і біомаркерів ефекту при проведенні біологічного моніторингу ЛЗ в науковій літературі відсутня.  
Для підвищення точності та надійності оцінювання ризику впливу ЛЗ в умовах їх промислового виробництва методи контролю повітря робочої зони  та стану здоров’я працюючих повинні бути доповнені біологічним моніторуванням з урахуванням тестів експозиції та біомаркерів ефекту, що дозволяє оцінювати індивідуально поглинену дозу ЛЗ, виявляти осіб з підвищеним ризиком, своєчасно розробляти та проводити необхідні профілактичні, організаційні та лікувальні заходи [38]. 

Обраний для дослідження антидіабетичний засіб –  β-фенілетиламід   2 - оксисукцинанілової кислоти –похідне янтарної кислоти (АДЗ-ПЯК), який синтезовано в ДУ «Інститут проблем ендокринної патології                            ім. В. Я. Данилевського НАМН України» (м. Харків), має широкий спектр фармакологічної дії: антигіперглікемічну, антиоксидантну, здатність стимулювати регенерацію та секреторну функцію панкреатичних β-клітин і захищати їх від деструкції діабетогенними чинниками, гальмувати розвиток діабетичних мікро- та макроангіопатій за умов відносної та абсолютної інсулінової недостатності [39].  

Як відомо лікарські засоби в організмі піддаються  біотрансформації з утворенням реакційноспроможних агентів, які, як правило, швидко елімінуються із організму, але можуть спричиняти різноспрямовані біологічні ефекти, зокрема й токсичні [40-41].   

Виходячи з теорії метаболізму та власних експериментальних досліджень, було визначено, що у першу фазу метаболічного перетворення АДЗ-ПЯК можуть утворюватися такі активні метаболіти:                                 2 - гідроксифенілсукцинамід (2-ГФСА) та β-фенілетилсукцинамід (β-ФЕСА).

Натепер всебічно вивчено особливості токсико - фармакодинаміки АДЗ - ПЯК, однак у зв'язку з впровадженням його у виробництво, доцільним є розширення спектру вивчення даного ЛЗ з гігієнічних позицій. У попередніх дослідженнях було науково обґрунтовано та затверджено в законодавчому порядку величину ГДКр.з. для АДЗ-ПЯК у повітрі робочої зони на рівні 0,2 мг/м3 (II клас небезпеки) (Постанова МОЗ України № 53, 2005 ). 

Впровадження сучасної технології синтезу обумовлює необхідність поглибленого вивчення АДЗ-ПЯК з визначенням пріоритетних критеріїв, які дозволять отримати необхідну інформацію щодо особливостей проявів, механізмів дії, фармако-   та  токсикокінетичних/динамічних змін, які виникають у здоровому організмі. Дані дослідження є важливою складовою під час формування комплексного підходу до гігієнічної характеристики умов праці та здоров’я працюючих при контакті з лікарськими засобами і свідчать про актуальність плануємих досліджень щодо уніфікації методичних підходів при обґрунтуванні лімітуючих критеріїв біологічного моніторингу АДЗ-ПЯК. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана в ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В. Я. Данилевського НАМН України» і є фрагментом таких НДР: «Визначити адекватні біохімічні критерії дії деяких антидіабетичних засобів для гігієнічного регламентування при їх виробництві», № держреєстрації 0104U002204; «Визначити біологічну активність та безпечність продуктів біотрансформації антидіабетичного засобу Фенсукциналу», № держреєстрації 0111U000176 та «Наукове обґрунтування біологічної гранично допустимої концентрації Фенсукциналу» № 22/14. 

Мета і завдання дослідження:

Метою роботи є встановлення тестів експозиції та біомаркерів ефекту як критеріїв біологічного моніторингу антидіабетичного засобу ‒ похідного янтарної кислоти. 
Завдання дослідження, зумовлені поставленою метою, передбачали :
1.
Вивчити особливості токсикокінетики та токсикодинаміки антидіабетичного засобу при різних шляхах (внутрішньошлунковий, інгаляційний) та тривалості (гостре, субхронічне) надходження до організму.

2.
Виявити значущі кореляційні зв'язки між рівнем екзогенного впливу та вмістом антидіабетичного засобу /  його метаболітів в плазмі крові та ступенем відхилення функціонально-метаболічних показників. 

3.
Визначити тести експозиції та біомаркери ефекту антидіабетичного засобу на підставі оцінювання критеріально значущих причинно-наслідкових зв'язків із застосуванням методів математичного моделювання. 

4.
Розробити біоаналітичну методику кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові піддослідних тварин із застосуванням методів високоефективної рідинної хроматографії. 
5.
Обґрунтувати біологічний безпечний рівень впливу антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти з урахуванням визначених критеріїв біомоніторингу.
Об'єкт дослідження: біологічний моніторинг антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти.   

Предмет дослідження: тести експозиції: концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів в плазмі крові; біомаркери ефекту: інтенсивність окислювального шляху метаболізму оксиду азоту, стан процесів пероксидного окиснення ліпідів, активність ензимів системи антиоксидантного захисту;  токсикокінетичні параметри. 

Програма, матеріали та методи дослідженнь: 
В роботі комплексно та окремо використані наступні методи дослідження:
-
бібліосемантичний – для вивчення світового досвіду з проблеми проведення біологічного моніторингу ксенобіотиків;

-
токсиколого-гігієнічні – для вивчення особливостей токсичної/біологічної дії, безпечності антидіабетичного засобу, встановлення граничного рівня впливу сполуки в біологічному субстраті;

-
хіміко-аналітичні – здійснювали ідентифікацію та кількісне визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у біологічному субстраті;

-
біохімічні – для дослідження процессів пероксидного окиснення ліпідів, стану антиоксидантного гомеостазу, метаболізму оксиду азоту;

-
кінетичні – для дослідження активності біохімічних ферментів; 

-
статистичні – для опрацювання та аналізу отриманих результатів дослідження. 
Наукова новизна одержаних результатів полягає у тому, що вперше в Україні:

-
за результатами комплексних експериментальних токсиколого-гігієнічних досліджень одержані нові дані щодо особливостей токсикокінетики оригінального антидіабетичного засобу при внутрішньошлунковій та інгаляційній дії за умов одноразового та субхронічного надходження до організму; 

-
виявлено, що тестами експозиції антидіабетичного засобу – похідного янтарної кислоти є концентрація сполуки та її метаболітів у плазмі крові;
-
визначено, що біомаркерами ефекту похідного янтарної кислоти з антидіабетичною активністю є зміни рівнів гідроперекисів ліпідів, нітрит-аніонів, активності каталази, глутатіонредуктази, глутатіонпероксидази, сумарної синтази оксиду азоту; 

-
встановлені та параметризовані нові моделі причинно-наслідкових взаємозв'язків між рівнем екзогенної дози антидіабетичного засобу, тестами експозиції досліджуваної сполуки, її метаболітів у плазмі крові та змінами деяких біохімічних показників, які визначено в якості патогномонічних критеріїв несприятливого впливу антидіабетичного засобу незалежно від шляхів надходження до організму;

-
розроблено та апробовано методику кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові методом високоефективної рідинної хроматографії зі спектрофотометричним детектуванням, отримано високий рівень повноти вилучення досліджуваних сполук з плазми крові, враховуючи їх одночасну присутність в біологічному субстраті. 

Набуло подальшого розвитку знання щодо застосування комплексних методичних підходів біологічного моніторингу ксенобіотиків в системі оцінки ризику дії небезпечних хімічних факторів, зокрема лікарських засобів, на стан здоров’я працюючих.
Теоретичне значення одержаних результатів полягає в тому, що науково обґрунтувано методичну основу для проведення біологічного моніторингу лікарських засобів – похідних янтарної кислоти та розроблено алгоритм диференційованого відбору комплексу інформативних біомаркерів при обґрунтуванні біологічного безпечного рівня впливу оригінального антидіабетичного засобу. 

Практичне значення одержаних результатів. За результатами проведених експериментальних досліджень обґрунтовано величину біологічного безпечного рівня впливу антидіабетичного засобу у плазмі крові, що дозволить здійснювати більш дієвий санітарно-гігієнічний нагляд за впливом даного лікарського засобу в умовах його промислового виробництва (витяг з протоколу засідання Комітету з питань гігієнічного регламентування хімічних речовин у повітрі робочої зони МОЗ України № 1 від 19.01.2018 р.)
Розроблено рекомендації щодо біологічного контролю промислового впливу антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти, які викладено в інформаційному листі про нововведення в сфері охорони здоров’я «Спосіб встановлення біологічної гранично допустимої концентрації сукцинатвмісного антидіабетичного засобу» (Укрмедпатентінформ. № 40. 2018 р.) та у деклараційних патентах Україні на корисну модель «Спосіб кількісного визначення вмісту антидіабетичного засобу фенсукциналу та його метаболітів в плазмі крові» (Патент України № 111489. 2016 Лист.10) і «Спосіб оцінки біологічної активності метаболітів антидіабетичного засобу фенсукциналу» (Патент України № 79650. 2013 Квіт. 25). 

Результати дослідження щодо наукового обґрунтування біологічної гранично допустимої концентрації Фенсукциналу впроваджено в практику системи охорони здоров’я на ПАТ НВЦ «Борщагівський хіміко-фармацевтичний завод» (акт впровадження від 01.06.2015 р.); відносно визначення інформативних лабораторних біомаркерів виробничого впливу лікарських засобів похідних янтарної кислоти на працюючих хіміко-фармацевтичних підприємств (акт впровадження від 24.11.2017 р.) та аналітичних підходів кількісного визначення похідного янтарної кислоти з антидіабетичною активністю в плазмі крові (акт впровадження від 24.11.2017 р.) використовуються в навчальному процесі кафедри гігієни та екології Вінницького національного медичного університету ім. М. І. Пирогова. Запропоновані методики вдосконалення індивідуалізованого контролю виробничого впливу сукцинатвмісних сполук на працюючих хіміко-фармацевтичних підприємств (акт впровадження від 01.04.2018 р.) та хіміко-аналітичного контролю рівнів похідних янтарної кислоти в плазмі крові із застосуванням методу високоефективної рідинної хроматографії (акт впровадження від 01.04.2018 р.) упроваджено в практичну діяльність відділів ДУ «Харківського обласного лабораторного центру МОЗ України». 

Особистий внесок здобувача. Автор самостійно здійснив поглиблений патентно-інформаційний пошук, аналіз літературних даних за темою роботи, у співпраці з науковим керівником визначив мету, завдання дослідження та шляхи їх розв'язання; розробив дизайн експериментів, обрав методи досліджень, безпосередньо виконав усі етапи експериментальних досліджень.  

Дисертантом самостійно здійснено аналіз, систематизацію та статистичне опрацювання отриманих результатів, оформлено всі розділи дисертаційної роботи. 

Дисертантом у співпраці з науковим керівником обрано науково-методичні підходи щодо обгрунтування біологічного безпечного рівня впливу (ББРВ), запропоновані практичні рекомендації та впровадження результатів дослідження у практику, що має відбиток у друкованих працях за темою дисертації. Токсикологічні дослідження та інтерпретацію результатів проведено під керівництвом к.б.н., с.н.с. М. Я. Кудрі, розроблення біоаналітичної методики кількісного визначення антидіабетичного засобу в плазмі крові щурів здійснено разом із к.х.н., с.н.с. Нікішиною Л.Є. 

У наукових працях, опублікованих у співавторстві, дисертанту належить фактичний матеріал і основний творчий доробок.

Апробація результатів дисертації. Основні результати та положення дисертаційної роботи оприлюднено на XXIX всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки-Людині» (м. Харків, 2012 р.); на науково-практичній конференції «Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології» (м. Харків, 2013 р., 2016 р.); на науково-практичній конференції молодих вчених НАМН України (м. Київ, 2013 р.); Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Вклад молодих спеціалістів в розвиток медичної науки і практики» (м. Харків, 2014 р.); науково-практичній конференції « Бюллетень XIII чтений В.  В.  Подвысоцкого» (м. Одеса, 2014 р.);   на XI Українському біохімічному конгресі (м. Київ, 2014 р.); науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми експериментальної і клінічної біохімії» (м. Харків, 2018 р.); на XXІІ Міжнародному медичному конгресі студентів і молодих вчених (м. Тернопіль, 2018 р.). 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 20 наукових робіт: 7 статей у наукових фахових виданнях, що входять до переліку затвердженого МОН України, з них 5 індексуються у наукометричних базах, 10 тезів в матеріалах конгресів, форумів та конференціях, отримано 2 патенти України на корисну модель, 1 інформаційний лист про нововведення у сфері охорони здоров’я.
Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 197 сторінках друкованого тексту, складається із вступу, огляду літератури, програми, матеріалів та методів дослідження, чотирьох розділів власних досліджень, аналізу та обговорення одержаних результатів, загальних висновків, практичних рекомендацій та 4 додатків, містить 7 таблиць 25 рисунків. Бібліографія містить 276 джерел, з них 136 латиницею. 

РОЗДІЛ 1 
СУЧАСНІ АСПЕКТИ БІОЛОГІЧНОГО КОНТРОЛЮ ВПЛИВУ ХІМІЧНИХ ФАКТОРІВ ВИРОБНИЧОГО СЕРЕДОВИЩА 
НА ЗДОРОВ'Я ПРАЦЮЮЧОГО КОНТИНГЕНТУ 
(аналітичний огляд літератури)
На теперішній час в умовах інтенсифікації промислової діяльності проблема хімічної небезпеки набуває все більшого значення і безпосередньо торкається виробничої діяльності людини та довкілля [42-44]. 
За оцінкою комісії ВООЗ екзогенна дія небезпечних хімічних сполук є причиною 4,9 млн. випадків передчасної загибелі людей, що відповідає 8,3 % від загальної чисельності населення, в той час як реальні показники можуть бути значно вище, тому що наведені дані містять результати обмеженої (зареєстрованої) кількості джерел забруднення: хімічне забруднення виробничого середовища та довкілля, викиди в результаті спалювання твердих побутових відходів, тютюновий дим тощо [45]. 

Створення ефективної системи забезпечення хімічної безпеки населення стає все більш актуальним з огляду на зростання об’єму виробництва і використання хімічної продукції, переміщення виробництв в країни з економікою, що розвивається [46]. Постійно відбувається накопичення нових наукових даних про небезпечні властивості хімічних речовин, зокрема, вплив малих доз і кумулятивні ефекти [47], впровадження нових технонологій. Усе зазначене викликає зростання стурбованості населення щодо можливості негативного впливу на здоров'я людини хімічних речовин та продукції [48]. 
Висока технологічність та зростання темпів розвитку промислового комплексу підприємств хіміко-фармацевтичної галузі призводять до збільшення масштабів випуску і використання нових хімічних речовин, в тому числі лікарських засобів (ЛЗ), підвищуючи ймовірність хімічного забруднення промислових обєктів та довкілля, що в свою чергу сприяє зростанню ризиків виникнення професійної патології персоналу підприємств і захворюваності населення [49-50]. 
За даними Держкомстату України на 2014-2016 рік кількість працюючих, в умовах, що не відповідають встановленим санітарно-гігієнічним вимогам, вже перевищує 30 % від загальної чисельності працівників. Втім частка робочих місць з небезпечними умовами праці у хімічній (хіміко-фармацевтичній) промисловості складає понад 45 %, тільки в умовах перевищення ГДКр.з шкідливих хімічних речовин 1 – 4 класу небезпеки працює  близько 792 тис.осіб [51-52, www.vn.ukrstat.gov.ua]. 
Серед професійних та професійно обумовлених захворювань працівників фармацевтичної галузі провідне місце займають хронічні хімічні отруєння, хвороби органів дихання, шкіри, причиною яких є тривала робота в умовах відносно низьких концентрацій шкідливих речовин, ЛЗ тощо [7, 53, 54]. Найбільша питома вага в структурі хімічної патології припадає на хвороби органів дихання – 17,5–75,6 %, гострі інтоксикації складають       3,9 – 40,8 %, хронічні інтоксикації – 5,9–20,0 %, онкологічні захворювання 4,4 – 14,1 %, хвороби шкіри – 1,0–8,3 % [55]. 
В умовах промислового виробництва ЛЗ та їх активні компоненти є потенційно небезпечними для здоров'я працюючих, оскільки можуть надходити у повітря робочої зони та безпосередньо ініціювати різні за проявами дозо-часо-залежні функціональні порушення або патологічні процеси в організмі людини [9, 56, 57].
Основними небезпечними факторами на підприємствах фармацевтичної галузі є напівпродукти речовин, що утворюються в результаті технологічних операцій на окремих стадіях виробництва, і цільові продукти – власне лікарські засоби. Концентрації цих сполук в повітрі робочої зони найчастіше перевищують затверджені гігієнічні регламенти, особливо під час технологічних операцій, пов'язаних з розгерметизацією обладнання, завантаженням і розвантаженням сипких речовин, відбором технологічних проб [10, 58, 59]. 

Слід зауважити, що досягти повної відсутності шкідливих речовин в зоні дихання працюючих часто технологічно неможливо, при цьому особливого значення набуває гігієнічна регламентація вмісту шкідливих речовин в повітрі робочої зони у вигляді гранично допустимої концентрації (ГДК р.з.) [12, 60, 61]. 

В умовах виробництва контроль повітряного середовища проводиться шляхом вимірювання концентрацій хімічних сполук в повітрі виробничих приміщень. Оцінка реальної небезпеки хімічних речовин, в тому числі ЛЗ, базується на обґрунтуванні їх мінімально діючих, а також допустимих меж ризику з метою попередження несприятливого впливу на здоров'я людини і становить основу профілактики гострих і хронічних професійних інтоксикацій. Науково обґрунтовані гігієнічні регламенти ГДКр.з, ОБРВ хімічних речовин є кількісними критеріями, необхідними для оцінки ризику дії небезпечних чинників на здоров'я персоналу, контролю вмісту хімічних речовин в повітрі робочої зони, можливості застосування засобів індивідуального захисту та організації основних профілактичних заходів [62-64].
Однак визначення хімічних сполук в повітрі робочої зони дозволяє оцінювати їх концентрацію тільки і лише в конкретний час і на визначеному місці [65-67]. Слід зазначити, що контроль за вмістом хімічних чинників в повітрі робочої зони та атмосферному повітрі, навіть при дотриманні величин ГДКр.з., не надає вичерпного уявлення про кількість фактично поглиненого токсиканта, особливо в випадках їх комплексного надходження до організму [68].  
На сьогодні залишається актуальною проблема оцінки ризику хімічного впливу на стан здоров'я персоналу підприємств та населення, які піддаються підвищенному техногенному навантаженню, з метою розробки профілактичних заходів щодо попередження їх негативного впливу [69,70]. 

Гігієнічна ідентифікація небезпечних хімічних факторів та критеріальна оцінка їх ефектів за умов хронічної дії є важливою складовою системи доказів причинно-наслідкових зв'язків між дією хімічних факторів виробничого середовища на здоров'я працюючих/ населення та формуванням небажаних відхилень у стані здоров'я. Даний аспект, в свою чергу, дозволяє проводити більш поглиблене оцінювання реальної небезпеки впливу ксенобіотиків на організм персоналу підприємств або населення [71-73]. 

Оцінка експозиції (міри зовнішньої дії) хімічного чинника є складовою кількісної оцінки ризику дії ксенобіотиків на здоров'я працюючих або населення. Узагальнюючими способами оцінювання експозиції небезпечного хімічного фактора ‒ є характеристика виробничого середовища з встановленням основних джерел забруднення, маршрутів розповсюдження ксенобіотика з урахуванням діючої концентрації (дози), частоти і тривалості впливу на організм та вмісту речовини (метаболітів) в біологічних субстратах людини або рівнем біологічного ефекту, викликаного дією шкідливої речовини [74-76]. Встановлення безпечних рівнів вмісту хімічних сполук в різних біологічних середовищах у працюючих/експонованого населення, як на етапі їх синтезу, так і подальшого промислового використання є виправданими та перспективними етапами гігієнічного регламентування ксенобіотиків у різних середовищах з урахуванням принципів безпечності для працюючого контингенту та індиферентності для населення [77-80]. 

1.1 Використання методології біологічного моніторингу при гігієнічному регламентуванні хімічних чинників 
Останнім часом для встановлення причинно-наслідкових зв'язків між дією ксенобіотиків та забрудненням довкілля та/або виникненням професійної патології широко застосовується методологія біологічного моніторингу людини. Багатьма авторами підкреслюється необхідність поглибленого вивчення і розробки методичних підходів щодо даного напрямку з метою їх впровадження у практику гігієни праці та охорони довкілля [81-84]. 
Термін «Human biomonitoring» ‒ біологічний моніторинг людини вперше запропонований у 1980 році на семінарі, організованому Європейською економічною спільнотою (ЄЕС) разом з Національним інститутом проблем безпеки праці та охорони здоров'я США (NIOSH), а також Управлінням з безпеки праці та охорони здоров'я (OSHA) (Berlin, Yodaiken, Henman, 1984 р) в Люксембурзі [85, 86].
Біологічний моніторинг може бути визначений як метод оцінки експозиції (дії, впливу) небезпечних хімічних сполук на здоров'я людини шляхом вимірювання вмісту цих речовин або продуктів їх біотрансформації в пробах біологічного матеріалу людини [87,88]. Що стосується виробничих приміщень, запропонований підхід передбачає встановлення зв'язків між рівнем токсиканта в повітрі робочої зони та вмістом цієї речовини (або її метаболітів) в біосубстратах працюючого контингенту, тобто використання тестів експозиції. Тест експозиції (біомаркер експозиції) – це вміст токсиканта або його метаболітів в біологічному субстраті (плазма і сироватка крові, сеча, слина, волосся тощо), що залежить від рівня екзогенної дози речовини, яка потрапила до організму людини [89-91]. 
Біологічний контроль промислового впливу небезпечних хімічних речовин дозволяє оцінити інтегральну дозу шкідливої сполуки в організмі незалежно від шляхів надходження з визначенням реального ризику для людини, виявити осіб з підвищеною індивідуальною чутливістю та ранніми ознаками інтоксикації. Застосування цього підходу в сфері медицини праці передбачає регулярний контроль величин тестів експозиції на окремих особах та групах працюючих, сформованих з урахуванням професії, стажу, виробничого процесу та інших конкретних умов [92-94]. 
Деякими експертами в галузі профілактичної медицини відзначається виправданість і перспективність прискореного встановлення безпечних рівнів вмісту хімічних сполук, в тому числі лікарських засобів, як в біологічних субстратах працюючих/ або експонованого населення так і в різних об'єктах зовнішнього середовища на основі кореляційно-регресійного аналізу зв'язків між параметрами токсикометрії, добовими терапевтичними дозами досліджуваних препаратів і обгрунтуваними безпечними рівнями їх вмісту в зазначених середовищах [95-96].

Проведення біологічного моніторингу людини, як обов’язкової складової охорони здоров’я працюючих та населення, в більшості  промислово розвинутих країн, таких як країни Європейського Союзу, Великобританії, США та Росії, регламентовано рядом міжнародних нормативно-правових документів [13-16 ; 20-21 ; 45 ; 72 ; 75 ; 76 ; 83 ; 85]. У відповідності з постановами ВООЗ біомоніторинг людини дає змогу визначити наявність токсичного навантаження і сприяє більш повному оцінюванню ризику впливу екзогенних хімічних агентів на здоров’я працюючих та населення.   

В програмі ВООЗ чітко визначено основні завдання та напрямки по проведенню біологічного моніторингу людини за дії небезпечних хімічних сполук:

-формування бази даних пріоритетних забруднювачів виробничого середовища та довкілля з ранжируванням очікуваних ризиків в залежності від шляхів експозиції; 

-виявлення значущих причино-наслідкових взаємозв’язків між екзогенною дозою небезпечної хімічної сполуки (незалежно від шляху надходження до організму) та концентрацією токсиканта в біологічному субстраті, а також виникненням і частотою поширення захворювань у працюючого контингенту або у населення в даній популяції (оцінка популяційного ризику);

- вибір груп ризику, визначення індивідуальної чутливості по відношенню до конкретного токсиканта; 

- вибір найбільш оптимальних біологічних субстратів, які б були стабільні при зберіганні та транспортуванні, інформативні та  характеризувались високою діагностичною/аналітичною чутливістю;

- вдосконалення методів відбору біологічних проб, надаючи перевагу малоінвазивним, репрезентативним та таким, що забезпечують тривалу стабільність токсиканта в біопробі ;

- визначення критеріально значущих показників (тестів експозиції та біомаркерів ефекту і чутливості), які відображають достатньо специфічну взаємодію (кількісну, якісну) біологічної системи організму при дії   конкретного токсиканта та є високочутливими стосовно цього впливу з доказаною валідністю;

- визначення особливостей токсикокінетики, токсикодинаміки та шляхів біотрансформації токсиканта з проведенням оцінювання  варіабельності обраних показників на індивідуальному та міжіндивідуальному рівнях в групі працюючих або популяції в порівнянні з групою, що  не піддається впливу даного токсиканта; 

- проведення оцінки та прогнозування хімічного ризику для здоров’я населення і працюючого контингенту з встановленням граничного рівня вмісту потенційно небезпечної сполуки або її метаболітів в біосубстраті,  при якому у термін безпосереднього контакту з токсикантом або у віддалені строки життя не виникає відхилень у стані здоров'я [13, 20, 21, 72]. 
Сучасний передовий європейський досвід проведення біомоніторингових досліджень для оцінювання експозиції хімічних забруднювачів базується на розробках проекту Consortium to Perform Human Biomonitoring on a European Scale  COPHES і впровадженні цих розробок у 17 країнах європейського регіону в рамках проекту Demonstration of a study to cordinate and Perform human biomonitoring on a European Scale DEMOCOPHES. Ці маштабні проекти реалізують біомоніторингові дослідження серед експонованого населення. У виробничих умовах робітники піддаються впливу більш високих доз та концентрацій шкідливих хімічних чинників, тому нині законодавчо затверджено перелік біомоніторингових регламентів для найпоширених токсикантів, що застосовуються у виробництві, кількісні вирази яких суттєво відрізняються від показників, розроблених для населення [97-98]. 
В період інтеграції країн в європейську економічну систему актуальним стає питання щодо гармонізації критеріїв гігієнічного регламентування небезпечних  виробничих факторів та методів їх хімічного і біологічного контролю  відповідно з концепцією ВООЗ, МОП та ЄС [99-102], а також розробки додаткових, науково обгрунтованих підходів до біологічного моніторування стану здоров'я працюючого контингенту/експонованого населення з метою розширення комплексу превентивних заходів.  
Асоціацією вчених США, що спеціалізуються в галузі промислової гігієни, була ініційована розробка критеріїв, які можна було застосовувати для кількісної характеристики біомоніторингу людини, першими з яких стали біологічні індекси експозиції [103]. 

На сьогодні кількісними виразами результатів біологічного моніторингу людини є : біологічні індекси експозиції (Biological Exposure Indices – BEI), біологічно толерантні величини (Biologischer Arbeitstoff −Toleranz−Wert – BAT), біологічні граничні значення (Biological Limit Value – BLV), біологічна гранично допустима концентрація (БГДК).   
Біологічні індекси експозиції за термінологією Американської  асоціації державних промислових гігієністів (ACGIN) представляють собою рівні вмісту вихідних хімічних сполук та/ або їх метаболітів в біологічному субстраті, а також значення деяких біохімічних показників, які визначено у практично здорових людей, що мають професійний контакт з хімічною сполукою при її гранично допустимих рівнях  в повітрі робочої зоні [104].  

Біологічно толерантні величини рекомендовано Німецьким науково-дослідним суспільством (Deutsche Forschungsgemeinsschaft – DFg) і  представляють максимально допустимі рівні вмісту хімічних сполук або їх метаболітів в біосубстратах або максимально допустимі рівні відхилення від норми деяких біохімічних параметрів, що обумовлені дією токсиканта на організм людини і не викликають захворювань або порушень у стані здоров’я  працюючих при періодичній та тривалій експозиції хімічною сполукою [105]. 

Біологічні граничні значення запропоновано Науковим комітетом по граничним значенням Європейського комітету (Scientific Committee on Occupational Exposure Limit Values is a committee of the European Commission) і характеризують концентрацію небезпечної хімічної сполуки або продуктів її біотрансформації в біологічному субстраті, яка не викликає відхилень у стані здоров’я при регулярних, щодня повторюваних впливах ксенобіотика на організм людини [106].

Біологічна гранично допустима концентрація (БГДК, БіоГДК) рекомендована органами державного санітарного нагляду Росії та характеризує рівень хімічної сполуки або її метаболітів в біосубстратах або відхилення найбільш чутливих біохімічних показників у працюючих, при якому у термін безпосереднього контакту з токсикантом або у віддалені строки життя не виникає відхилень у стані здоров'я [76]. 
Всесвітня організація охорони здоров'я затвердила ці критерії під назвою – біомоніторингові рівні впливу  «biomonitoring action levels»  (BALs) [107] або біомоніторингові еквіваленти (БЕ)  [86].
Слід зазначити, що показник BLVs регламентує граничні (середні, в деякіх випадках максимальні) рівні токсикантів у біологічних субстратах людини або відхилення біохімічних показників від норми. Показники ВЕІ та ВАТ регламентують максимальні значення, а норматив біоГДК − мінімальні [108], але обовязк'ово з урахуванням часу дії токсиканта на організм людини. 

В Україні система обґрунтування гігієнічних нормативів шкідливих сполук як в повітрі робочої зони, так і в інших середовищах побудована на принципах пороговості токсичної дії хімічних сполук із встановленням мінімальних доз/концентрацій діючої сполуки, які викликають біологічні ефекти, що не виходять за межі фізіологічних коливань [11].
Найбільший розвиток  біологічний моніторинг  в системі оцінки ризику дії небезпечних хімічних факторів на здоров’я людини набув у країнах Європейського союзу та США. Офіційний перелік BEI, який видається  ACGIN, натепер нараховує понад 50 значень більш ніж для 80 небезпечних хімічних сполук [109]. В Росії розроблено та затверджено в законодавчому порядку біологічну гранично допустиму концентрацію (БГДК) для багатьох потенційно небезпечних сполук [108]. 
Однією з найважливіших умов успішного оцінювання реальної небезпеки хімічного фактора і більш повної характеристики гігієнічної ситуації на виробництві є максимально ефективне використання хімічного і біологічного моніторингу, оскільки тільки при визначенні токсиканта в біосубстраті у працюючих діагноз професійного отруєння вважається вірогідним та остаточним [110-112]. Згідно з державними протоколами  ACGIN списки значень BEI є суттєвим доповненням до хімічного контролю повітряного середовища виробничих приміщень [109]. 

Біомоніторинг може забезпечити прямий вимір індивідуальних рівнів та оцінку інтегрованого впливу різних чинників при надходженні декількома шляхами, але не дає можливості диференціювати і оцінити відносний внесок кожного з них. Тому біомоніторинг не виключає, а доповнює санітарно-хімічний контроль виробничого середовища [113-114]. 

Завдання, які повинні вирішуватися силами та засобами підрозділів державного санітарного нагляду при контролі повітря робочої зони та проведенні біологічного моніторингу людини при впливі шкідливих хімічних сполук на стан здоров'я працюючих/населення, перераховані в деклараціі CDC (Centers for Disease Control and Prevention – Центру контролю і запобігання захворюванням в США) [115]. 
Стосовно охорони здоров'я працюючих на хімічних та хіміко-фармацевтичних підприємствах необхідно вирішення  наступних завдань: 
- ідентифікація небезпечної хімічнї сполуки, визначення такої концентрації у біосубстраті, яка здатна несприятливо впливати на стан здоров’я обстежуваних осіб;
- виділення підгрупи працівників, які піддавались впливу, що перевищує встановлені рівні токсичної дії; 

- встановлення граничних рівнів впливу токсиканта; 
- проведення ранжирування груп працівників за ступенем дії  токсиканту; 

- розробка плану профілактичних заходів щодо зниження шкідливого впливу хімічного чинника на здоров'я робітників. 

Одним з основних моментів при розробці алгоритму біологічного моніторингу людини у сфері медицини праці є інтерпретація отриманих результатів (індивідуальних рівнів токсикантів, ксенобіотиків тощо у біологічних субстратах працюючих) та їх зіставлення з даними хімічного контролю повітря робочої зони, що в свою чергу забезпечує прискорення обґрунтування гігієнічних регламентів і впровадження профілактичних заходів для працюючого контингенту [ 76, 116].
Науково-методичні підходи з обґрунтування гігієнічних регламентів для біомоніторингу реалізуються послідовно за трьома пріоритетними напрямками досліджень:

- обґрунтування тестів/маркерів експозиції, що дозволяє підтвердити та оцінити рівень впливу на організм факторів ризику. При цьому обґрунтовують маркери як при експозиції окремих факторів, так і їх комплексів, а також різних шляхах надходження хімічних речовин в організм та рівнях впливу;

- обґрунтування маркерів ефекту при впливі різних за рівнем комплексів факторів ризику та шляхах надходження в організм;

- виявлення стійких вірогідних причинно-наслідкових зв'язків між експозицією, маркерами експозиції і маркерами ефекту.

Натепер фахівцями з медицини та охорони праці проведено ранжирування небезпечних токсикантів та сформовано перелік пріоритетних промислових небезпечних хімічних сполук для розробки біологічних індексів експозиції. Проведення біомоніторингу людини необхідно: по-перше, для небезпечних хімічних сполук, що знаходяться в повітрі робочої зони у вигляді аерозолів зі змінною дисперсністю; по-друге, для сполук, що проникають через шкіру, для яких оцінка шкідливого впливу заснована на хімічному аналізі повітря робочої зони, є недостатньою. Наступною групою токсикантів, для яких показана розробка біологічних індексів експозиції, є сполуки, що мають виражений специфічний ефект на організм: гемотоксичний, канцерогенний, тератогенний, ембріотоксичний, алергенний тощо [116-121]. 
Нині Європейським центром ВООЗ по охороні довкілля та здоров'я людини на Пармській конференції законодавчо затверджені нормативні акти щодо зобов'язань по розробці критеріїв біомоніторингу людини, як допоміжних інструментів для планування науково обгрунтованих заходів захисту населення від небезпечної дії ртуті [122]. Додатково, в новій міжнародній угоді по оцінюванню експозиції ртуті ‒ конвенції Мінімата, особливо підкреслюється значущість біомоніторингових досліджень, які дають змогу з високим рівнем точності оцінювати ступень токсичного навантаження організму людини при експозиції даним важким металом [123]. Низкою нормативно-правових законодавчих актів у Європі, Великобританії, США та Росії впроваджено у практику порядок проведення заходів біологічного моніторингу людини відносно важких металів : кадмію, нікелю, марганцу, свинцю, ртуті [124]. 
Останнім часом науковцями гігієністами дедалі частіше обговорюється питання щодо необхідності встановлення біологічних індексів експозиції для моніторингу професійного впливу лікарських засобів (ЛЗ) та їх компонентів, приймаючи до уваги їх плейотропний профіль біологічної/ токсичної дії на організм, навіть у малих дозах [125-127].  
Велика увага в останні роки приділяється ендокринмодулюючим сполукам, які при їх виробництві здатні впливати на основні ланки нормально функціонуючої ендокринної системи працюючого контингенту : синтез, секрецію, транспорт, зв'язування, дію або елімінацію природних гормонів [128-129]. 
Застосування підходів біомоніторингу людини та комплесів патогномонічних критеріїв несприятливої дії екзогенних хімічних сполук на здоров'я людини є базовим сегментом системного аналізу причинно-наслідкових зв'язків у практиці гігієнічних досліджень. Зазначені етапи проведення біологічного моніторингу людини дозволяють сформувати доказову базу впливу небезпечних виробничих чинників та підвищити ефективність планування санітарно-гігієнічних та профілактичних заходів щодо запобігання та усунення шкідливої дії хімічних факторів на здоров'я працюючих та населення [108]. 
1.2
Біологічні маркери як елементи системи оцінки ризику дії на організм людини хімічних факторів
Відповідно до сучасних проблемно орієнтованих напрямків наукових досліджень як у світі, так і в Україні пошук, розробка і наукове обґрунтування адекватних критеріїв донозологічної діагностики розвитку патології за умов негативного впливу хімічних чинників на здоров'я населення та працюючих є вкрай необхідним, особливо для вирішення завдань гігієнічної регламентації ксенобіотиків у різних об'єктах [130]. 

Аналіз літературних даних переконливо свідчить, що в умовах дії техногенних хімічних факторів на здоров'я людини адекватні (медико-біологічні) критерії ранньої діагностики виникнення патології, по-перше, повинні віддзеркалювати наявність зв'язку між виникненням захворювання та дією відповідних контамінантів [131-132] та надавати можливість визначення і оцінюванння дозозалежних змін на молекулярному, субклітинному, клітинному, органному та організменному рівнях [133-135]. По-друге, дані показники повинні ідентифікувати ризик-асоційовані негативні ефекти, специфічні структурно-метаболічні порушення в організмі і різні аспекти пошкоджуючої екзогенної дії ксенобіотиків з виявленням найбільш уразливих органів-мішеней з можливістю розмежування процесів фізіологічної адаптації, компенсаторно-пристосувальних реакцій та патологічних станів [136]. Для завдань профілактичної медицини з метою забезпечення безпеки населення та працюючого контингенту, які знаходяться в умовах тривалої експозиції небезпечних хімічних факторів, ці критерії повинні бути визначені на порогових, підпорогових, максимально недіючих та гранично допустимих рівнях впливу [137-139].  
За результатами досліджень біохімічного, імунологічного, гематологічного, окислювально-антиоксидантного статусу, визначення стану нейроендокринної регуляції, молекулярно-генетичних показників, хіміко-аналітичних дослідженнь здійснюється порівняльне оцінювання спектра та ступеню відхилень показників від норми у відповідь на дію ксенобіотиків в різних групах осіб. Це в свою чергу сприяє вибору в якості інформативних та високочутливих індикативних маркерів показників клінічної лабораторної діагностики [140-142]. 
Згідно з рекомендаціями ВООЗ вищеозначені критерії необхідно застосовувати в системі оцінювання ризику впливу небезпечних хімічних чинників для здоров'я людини, ідентифікації ризик-асоційованих негативних ефектів, оцінюванння експозиції та рівнів поглинених доз у експонованого контингенту. Обґрунтування, впровадження та використання адекватних медико-біологічних критеріїв негативного впливу ксенобіотиків можливо тільки після перевірки їх валідності, тобто доказовому встановленню зв'язку між дією контамінанту та ризиком виникнення порушень функцій органів та систем організму з урахуванням ступеню їх виразності [13,15,16,20,21,86,107, 143]. 

Аналіз літературних даних щодо оцінки ризику хімічного впливу токсикантів на стан здоров'я людини при проведенні біологічного моніторингу досить переконливо доводить, що точність визначення величини порогу дії небезпечної хімічної сполуки в значній мірі залежить від вибору адекватних критеріїв/показників, так званих біологічних маркерів [13,15,16,20,21,86,107, 143,144].   

Згідно з визначенням ВООЗ «Біомаркер (biomarker) – практично       будь-який кількісний показник або система показників, які віддзеркалюють взаємодію між біологічною системою (організмом людини) та потенційно небезпечним фактором навколишнього середовища (фізичний, хімічний, біологічний)» [13,14,32]. Цей показник може бути функціональним, фізіологічним і біохімічним та обов’язково відображати взаємодію на клітинному або молекулярному рівні [34,76,145]. 
Біологічні маркери використовують для оцінювання експозиції  ксенобіотика (рівень поглиненої дози/ефекту токсиканта в організмі людини), встановлення причинно-наслідкових зв’язків виникнення патології, моніторингу формування метаболічних, імунних, цитогенетичних порушень за умов екзогенного впливу техногенних хімічних факторів [146-148]. 
Біомаркери дозволяють : 

( ідентифікувати осіб з підвищеним вмістом небезпечних хімічних чинників у біологічному субстраті; 

( встановлювати (спростовувати) наявність негативного ефекту, що був викликаний дією токсичної сполуки; 

( проводити оцінювання специфічного впливу ксенобіотиків на организм людини; 
( визначати наявність підвищеної чутливості організму людини при дії конкретного ксенобіотика; 
( досліджувати та оцінювати особливості токсикокінетики хімічних чинників; 

( перевіряти можливі механізми дії ксенобіотика або підтверджувати відповідну токсикологічну модель; 
( здійснювати контроль впливу небезпечних хімічних сполук на осіб з груп ризику (населення, що мешкає в зонах шкідливого впливу, дітей від 0 до 14 років, вагітних та жінок фертильного віку, професійного контингенту, що має контакт з небезпечними виробничими факторами );  

( оцінювати ефективність профілактичних заходів для експонованого населення/ професійного контингенту [143,144]. 
Окрім цього, визначення окремих біомаркерів або їх комплексів дозволяє дослідити механізми формування та розвитку окремих нозологічних форм та встановлювати зв'язок між виникненням захворювання та дією відповідних контамінантів. Біомаркери можна розцінювати як ранні індикатори порушення гомеостазу, так і додаткові діагностичні критерії контролю санітарно-епідеміологічного стану довкілля та виробничого середовища [149-151]. 
Розрізняють три види біологічних маркерів: біомаркери або тести експозиції, біомаркери ефекту та біомаркери чутливості.
Тести експозиції за змістом наближені до поняття біологічного індексу експозиції, оскільки засновані на кількісному визначенні самого токсиканта та/або його метаболітів у біосубстраті людини з урахуванням кінетичних характеристик та особливостей специфічної дії на організм. 
Тестами експозиції можуть бути як хімічні сполуки (токсиканти) так і їх продукти біотрансформації [118,124,143,152].
– незмінні екзогенні агенти – важкі метали, поліхлоровані біфеніли, розчинникі тощо; 

– метаболіти (продукти біотрансформації) екзогенних сполук – фенол (метаболіт бензолу), котонін (метаболіт нікотину), мигдальна кислота (метаболіт стиролу), гіпурова кислота (метаболіт толуолу) тощо. 
За допомогою тестів експозиції підтверджується та оцінюється ступінь впливу відповідного хімічного чинника на індивідів або популяцію та встановлюється зв'язок екзогенного рівня токсиканта з поглиненою дозою ксенобіотика в організмі людини [13,15,16, 32,34,48, 86, 153,154].  

Фахівцями з профілактичної медицини підкреслюється, що для правильної інтерпретації результатів відбору тестів експозиції обов’язково необхідно враховувати шлях надходження ксенобіотика до організму людини, який обумовлює перевагу в біологічних субстратах вихідної сполуки або її метаболів та дозволяє більш точно встановити залежність між дозою токсичного навантаження хімічною сполукою та її концентрацією в аналізованому біологічному субстраті [76].  
Тести експозиції значно відрізняються для стійких та біоакумулюючих сполук в порівнянні з нестійкими токсикантами. Індивідуальну експозицію певних категорій населення до стійких та біоакумулюючих чинників описують за допомогою єдиної проби в конкретний момент часу (поперечному дослідженні). Це можливо завдяки їх розподілу та накопиченню у відповідних тканинах (зокрема жирової) та повільного виведення, що призводить до низької варіабільності значень біомаркеру експозиції між пробами під час короткого інтервалу часу. В той час коливання значень тестів/біомаркерів експозиції для швидко елімінуючих контамінантів може бути значним в залежності від рівнів нещодавньої експозиції. В таких випадках для опису індивідуальної експозиції застосовують багаторазовий відбір проб за певний проміжок часу (поздовжнє/лонгітудинальне дослідження) [155]. 
Необхідною складовою при визначенні тестів/біомаркерів експозиції для здійснення біологічного моніторингу відповідних контамінантів є поглиблене вивчення токсикокінетики зі застосувнням фізіологічно обгрунтованих фармако/токсикокінетичних моделей (Physiology Based Pharmacokinetic models – PBPK), які кількісно описують процеси перетворення ксенобіотика в організмі людини: поглинання, всмоктування, біотрансформації, розподілу та екскреції з оцінюваням рівня ефективної дози в органі-мишені. Моделі PBPK є єдиним доступним способом встановлення зв'язків між даними біомоніторингу (тестами/біомаркерами експозиції) та мірою зовнішнього впливу контамінанту на організм людини [156-157]. Додатково фармако/токсикокінетичні дослідження дозволяють встановлювати характер залежності між концентрацією ксенобіотика в організмі та викликаним токсичним ефектом, тобто розробляти методи прогнозування токсичної дії  ксенобіотиків [158]. 
На теперішній час тести експозиції широко застосовують при обстеженнях працюючих, які зазнають впливу таких металів, як свинець, кадмій, ртуть, нікель, хром і миш'як, а також органічних сполук – аніліну, бензолу, сірковуглецю, стиролу, хлорбензолу і розчинників хлорованих аліфатичних вуглеводнів тощо [16,18,28,30,32,33,110,118,132,134,144,150]. 
Якісна і кількісна характеристика ефекту при дії конкретних тестів експозиції здійснюється за допомогою встановлення біомаркерів ефекту.

Негативні ефекти або відхилення вимірюваних показників від норми визначаються поєднанням факторів: рівнями і тривалістю експозиції, вибірковістю для кожного конкретного фактора. Це визначає більш високу надійність безпечних рівнів впливу, що встановлюються і рекомендуються в якості гігієнічних нормативів, які повинні бути досягнуті в процесі здійснення профілактичних та оздоровчих заходів [16,18,20,21,28,30,32,110,118].
Існують суттєві індивідуальні відмінності в реакції на еквівалентні дози хімічних речовин. Хоча результат впливу хімічної речовини на індивіда можна точніше прогнозувати за біомаркерами ефекту, такі біомаркери не завжди є спеціфічними для будь-якої певної токсичної речовини. Біологічні маркери ефекту можуть віддзеркалювати як специфічну так і неспецифічну відповідь організму за впливу небезпечних ксенобіотиків [33,132-134,140,143,147,148,150,151 ]. 
Специфічні біомаркери ефекту відображають біологічний ефект організму у відповідь на дію конкретного шкідливого фактора, зокрема, утворення підвищенної кількості -уро,-копропорфірину та γ-амінолевулінату сечі за впливу свинцю, зростання рівня карбоксигемоглобіну крові при дії вуглекислого газу, підвищення концентрації церулоплазміну при потраплянні  міді в організм, наявність метгемоглобіну та тілець Гейнца після впливу аніліну тощо [20,21,118,159]. 
Неспецифічні біомаркери ефекту вказують на загальну, комплексну відповідь організму при впливі різних шкідливих факторів. В якості неспецифічного маркера ефекту, як правило, враховують відхилення лабораторного показника (біохімічного, імунологічного, цито-, гісто-, імуно-, генетичного тощо), що відбиває функціональні порушення критичних органів і систем при впливі більшості класів токсикантів [160]. 
Біомаркери ефекту підрозділяють на кілька категорій : 

–молекулярні продукти впливу, до яких відносять ДНК-аддукти –комплекси, що утворюються в результаті виникнення міцних ковалентних зв’язків токсиканту та азотних радикалів нуклеїнових кислот, тобто структурних фрагментів ДНК або РНК, пошкоджуючи при цьому генетичний код клітини та процеси її реплікації; продукти приєднання електротрофільних молекул токсикантів до протеїнів і амінокислот; стабільні та нестабільні структурні хромосомні аберрації,  
– ендогенні біомолекули: ацетилхолінестераза, гама-глутамілтрансфераза, дельта-амінолевулінова кислота, копропорфірін;  

–клітинні/тканинні зміни : кількість і рухливість сперматозоідов, активність макрофагів, співвідношення еритроцитів і лімфоцитів [69,73,76,77,81,86,88,91,97,107,108,118].
Біомаркери ефекту можна використовувати безпосередньо при виявленні небезпеки і визначенні залежності «доза – відповідь» в процесі оцінки ризику. У разі небезпеки біомаркери ефекту можуть полегшити скринінг та/або виявлення токсичного агента, але перевагу слід надавати  тим біомаркерам ефекту, що  встановлені за критеріями токсичної дії на організм людини [108,124,143,152]. 

До групи маркерів гепатотоксичності відносять рівень глутатіону, інтенсивність перекисного окиснення ліпідів, кількість некротизованих гепатоцитів (за впливу тетрахлорметану); маркерами імунотоксичності вважають специфічний IgE (за впливу формальдегіду, марганцю та нікелю) [161]. 
Виділяють групу маркерів токсичної дії на репродуктивну систему: рівні лютеїнізуючого, фолікулостимулюючого гормонів та тестостерону у чоловіків, хоріонічного гонадотропіну у жінок ( при дії фталатів) [162]. Біомаркерами нейротоксичності є пригнічення активності ацетилхолінестерази (АХЕ) плазми крові та еритроцитів при експозиції  фосфорорганічних сполук та інших інгібіторів холінестерази [163]. 
Біомаркери чутливості віддзеркалюють індивідуальну генетичну або набуту схильність до підвищеної відповідної реакції організму на дію конкретного ксенобіотика [164]. Визначення біомаркерів чутливості може показати, які хімічні чинники підвищують або знижують ризик розвитку у індивіда токсичної реакції після експозиції  присутнього в навколишньому середовищі токсиканта. Незалежно від того, чи є він спадковим або індукованим, біомаркер чутливості це індикатор того, що людина чутлива до ефекту ксенобіотика або ефектів групи подібних сполук. Між тим, особлива увага приділяється генетичній чутливості, інші фактори можуть грати не менш важливу роль. Так, гіперчутливість може бути викликана спадковими причинами, конституцією людини або факторами довкілля[165].
Натепер визначено, що сила відповідної реакції організму за впливу техногенних хімічних факторів, в тому числі ЛЗ, залежить від генетичного поліморфізму деяких ферментів метаболічної активації / дезактивації, зокрема, ізоферментів цитохрому Р-450 і щонайменше однієї з ізоформ глутатіон–S–трансферази. Саме розбіжність за ступенем активності ферментів, які контролюють активацію або детоксикацію ксенобіотиків, обумовлюють відмінності у чутливості до них різних груп осіб за рахунок підвищення або зниження величини їх біологічно ефективних доз [166, 167]. Відмінності у інтенсивності метаболізму впливають на розподіл та терміни перебування токсикантів або їх метаболітів в організмі, що може значною мірою впливати на органи - мішені [168].
1.3
Загальна характеристика хімічних сполук – похідних янтарної     

          кислоти
Янтарна (сукцинова, бутандіова) кислота (ЯК) відноситься до групи двоосновних насичених карбонових кислот. Вона є обов'язковим компонентом внутрішньоклітинного метаболічного циклу карбонових кислот (циклу Кребса), в якому піддаються окисненню глюкоза, жирні і амінокислоти та напрацьовується відновний потенціал для синтезу універсального для живих систем енергоносія – АТФ (аденозин-трифосфат) [169]. Концентрація янтарної кислоти в тканинах становить                          500-800 мкмоль / л, а її зміст в плазмі крові значно менше та в фізіологічних умовах перебуває в межах 2-20 мкмоль / л [170].  
Лікарські засоби, що містять ЯК, відносяться до препаратів метаболічного типу дії, фармакотерапевтичні ефекти яких спрямовані на відновлення біохімічних реакцій обміну речовин, порушених патологічними процесами [171,172]. Біологічні ефекти сукцинатвмісних похідних досліджені доволі широко. Здатність ЯК монополізувати дихальний ланцюг, а також збереження та активація на ранніх стадіях гіпоксії сукцинатоксидазної системи визначили особливу роль застосування ЯК при гіпоксії як субстрату циклу Кребса та сигнальної молекули, що зв'язує зміни енергетики мітохондрій з регуляторними системами тканин і організму [173-174]. Зокрема, показано, що похідні янтарної кислоти, є донорами сукцинату для дихального ланцюга, здатні підсилювати активність сукцинатоксидазного шляху окиснення, тим самим сприяють відновленню аеробного синтезу енергії та нормалізації внутрішньоклітинного рівня АТФ. За впливу сукцинатвмісних препаратів на дихання мітохондрій клітин головного мозку щурів відбувається підвищення швидкості споживання кисню мітохондріями [175]. 
Відомо, що сукцинат – ліганд рецептора GPR91, який є сигнальною молекулою, що здійснює внутрішньоклітинні та міжклітинні взаємодії, які позитивно впливають на енергетику клітини [176,177]. 

В дослідах на щурах Вістар було показано, що в умовах гострої гіпоксії янтарна кислота та її похідні проявляють антигіпоксичний та антиоксидантний ефект [178]. 
Останнім часом у ряді клініко-біологічних досліджень показана ефективність препаратів похідних янтарної кислоти (ПЯК) в комплексній терапії цереброваскулярних захворювань. Доречно відзначити, що янтарна кислота – енергетичний субстрат, потужність системи енергопродукції якого в сотні разів переважає усі інші системи енергозабезпечення організму. Для сукцинату та його похідних характерні детоксикаційні, антигіпоксичні, антиоксидантні, кардіо- та гепатопротекторні властивості [179].

В літературі є дані щодо амідів та гідразидів дикарбонових кислот (янтарної, малеїнової), які мають гемостатичну та антикоагулянтну активність, але коло досліджених таких сполук незначне [180]. Встановлено, що сукцинатвмісні сполуки здатні запобігати прогресуванню дисфункції ендотелію, підвищуючи синтез та біодоступність ендогенного оксиду азоту (NO), та чутливість ендотеліоцитів до нього [181]. 
Протиішемічні властивості похідних янтарної кислоти показані в роботах авторів [182]. Так, при вивченні впливу попереднього введення хлоргідрату 2-етил-6-метил-3- оксипірідіна сукцинат (100 мг/кг, протягом 3 діб) на резистентність ізольованого серця щурів до гіпоксії та реоксигенації встановлено, що даний препарат попереджав розвиток гіпоксичної контрактури міокарда та вихід креатинфосфокінази. Похідні янтарної кислоти при внутрішньочеревинному введенні щурам і мишам в дозах 100-200 мг/кг за 40 хв. до під'йому тварин на «висоту» 11000 м збільшували тривалість життя [183].

На думку авторів в основі захисної дії сукцинатів лежить здатність сполук цього класу пригнічувати процеси перекисного окислення ліпідів і впливати на ряд важливих ферментних систем [184].
Показано, що роль сукцината як антиоксиданта полягає у тому, що він має здатність забезпечувати ресинтез фосфоліпідів і знижувати завдяки цьому іонну проникність мембран і вихід калію з мітохондрій по градієнту концентрацій. Сукцинат бере участь в регуляції кальцієвого обміну, володіє  катехоламіноміметичними,    антиатерогенними    властивостями, сприяє зниженню рівня холестерину [185]. Встановлено, що використання сукцината натрію в дозі 20 мг/кг з першої години післяреанімаційного періоду після експериментально встановленої клінічної смерті сприяло більш швидкому відновленню зовнішніх показників неврологічного статусу у щурів, що вижили. Введення тваринам сукцинату натрію внутрішньочеревинно в дозі 20 мг/кг з третьої до сьомої доби після реанімації сприяло розвитку антистресового ефекту, зниженню процесів утворення вільних радикалів в тканинах мозку та зменшенню морфологічних змін в мозочку [186, 187].
Виявлено, що окиснення ЯК збільшує внесок окисного фосфорилювання в забезпечення АТФ-азних реакцій (основного джерела іонів водню) та сприяє окисненню накопичених продуктів гліколізу,                 β-окиснення і кетогенезу [188].
Активація сукцинатдегідрогенази в мітохондріях гепатоцитів під дією ЯК призводить до нормалізації порушень синтезу сечовини, явищ печінкового холестазу, попереджає жирове переродження печінки, а також розвиток в ній коллагенозної тканини. Це пов'язано зі стимуляцією метаболізуючої функції печінки і збільшенням стійкості мембран гепатоцитів до дії вільних радикалів [189].
Похідні янтарної кислоти підсилюють синтез білка, гемоглобіну, порфіринів. Виявляючи антиоксидантні властивості, ЯК пригнічує індуковане іонами Fe2 + ПОЛ. В її присутності спостерігається збільшення засвоєння заліза, що пов'язано з утворенням водорозчинних комплексів, які всмоктуються у тонкому кішківнику, і не піддаються руйнуванню, не утворюють незасвоювані гідрати тривалентного окису заліза [190-192]. 
Показано, що ПЯК та ЯК сприяє підвищенню стійкості тканин до дії небезпечних екзогенних факторів [193]. Застосування ЯК стимулює регенераторні властивості рогівки очей, знижує кількість некротичних ускладнень при шкірно-пластичних операціях .
При експериментальному цукровому діабеті ЯК чинить інсулінотропний ефект завдяки істотному збільшенню активності СДГ.  При цьому встановлено, що підвищення синтезу інсуліну обумовлено поліпшенням метаболічних процесів в  тканині підшлункової залози [194].
Солі янтарної кислоти володіють радіозахисною дією, яка, в основному, пов'язана із впливом на метаболічні процеси в клітинах (зменшення оксигенаціі цитоплазми і ядра, активація клітинного дихання, збільшення утворення АТФ і білка, пригнічення ПОЛ). Екзогенне введення препаратів ПЯК підвищує виживання шкірних лоскутів у різних видів тварин (мишей, щурів, собак), покращує мікроциркуляцію в шкірі і нормалізує порушений рівень гістаміну і серотоніну в епідермісі [195].
Таким чином, янтарна кислота та її похідні, позитивно впливаючи на енергетику клітини, залучають багато опосередкованих, вторинних метаболічних процесів та грають роль модулятора загального метаболізму організму [189]. 
1.3.1. Фізико-хімічні властивості та токсиколого-гігієнічна  характеристика антидіабетичного засобу – похідного янтарної  кислоти
Оригінальний лікарський засіб – похідне янтарної кислоти з антидіабетичними властивостями (АДЗ-ПЯК), синтезовано в ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В. Я. Данилевського НАМН України» м. Харків. 

АДЗ-ПЯК    –      β-фенілетиламіду-2-оксисукцинанілової     кислоти, представляє собою білий або білий з кремуватим відтінком дрібнокристалічний порошок без запаху та смаку з молекулярною масою 312,37 г/моль.
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АДЗ-ПБК – це оригінальний антидіабетичний засіб, який на сьогодні не має аналогів ані за фармакологічною дією, ані за структурою. 

Мінімальна добова терапевтична доза (МДТД) дорівнює 0,3 г, вища добова терапевтична доза (ВДТД) -0,9 г.
За критерієм гострої токсичності (ДЛ50) АДЗ-ПЯК відноситься до практично нетоксичних сполук, враховуючи, що максимально досяжні дози (10000-13000 мг/кг) за умов перорального та внутрішньочеревинного введення щурам до загибелі не призводили. АДЗ-ПЯК не кумулює, не чинить шкірно-резорбтивну, місцево-подразнюючу, сенсибілізуючу, імунотоксичну, ембріотоксичну та тератогенну дії, не виявляє бластомогеної активності [196].  
Підгостру токсичність АДЗ-ПЯК вивчали за умов перорального введення сполуки щурам обох статей в дозах 1000, 5000 мг/кг та 100 і 500 мг/кг. Встановлено, що в дозі 1000 мг/кг сполука не викликає будь-яких змін загальнотоксичних показників. Проте, при введенні в дозі 5000 мг/кг зафіксовано зрушення деяких показників: зниження числа лейкоцитів, підвищення рівня сечовини та креатинину сечі, зростання відносної маси надниркової і передміхурової залоз  [197]. 
За умов введення сполуки в дозах 500 і 100 мг/кг виникають зміни   функціонування електронтранспортного ланцюга монооксигеназної системи, що супроводжується генерацією активних кисневих метаболітів, які спричиняють інтенсифікацію процесів ліпопероксидації в мікросомальній фракції печінки, та вірогідні зміни вмісту продуктів ПОЛ в тканині печінки і і  сироватці крові [198-199] .

Для АДЗ-ПЯК встановлено поріг гострої інгаляційної дії (Limас) на рівні 27,9±11,2 мг/м3 та хронічної (Limсh) 2,63 мг/м3 за критеріями змін показників пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ) та антиоксидантного гомеостазу (АОЗ). На підставі отриманих даних було науково обґрунтовано та затверджено в законодавчому порядку величину ГДКр.з у повітрі робочої зони на рівні 0,2 мг/м3(II клас небезпеки) (Постанова МОЗ України № 53, 2005 р. ). Основними лімітуючими критеріями шкідливої дії при встановлені ГДК р.з. для АДЗ-ПЯК є зміни у системі пероксидного окиснення ліпідів [200-201]. 
На теперішній час препарат проходить третю фазу клінічних випробувань, найближчим часом планується його промисловий випуск хіміко-фармацевтичною фірмою ВАТ «Фармхім» м. Шостка. 
1.3.2
Особливості біологічної дії антидіабетичного засобу та продуктів його біотрансформації 
Антидіабетичний засіб проявляє виразну антиоксидантну активність на моделі оксидативного стресу in vivo (хімічно-індукований токсичний гепатит), так і на моделі окиснення ліпопротеїнів яєчного жовтка in vitro. Разом з тим, за умов ферментативного (індукованого НАДФН) та неферментативного (індукованого аскорбатом) ПОЛ використання АДЗ-ПЯК в дозі 25 мг/кг маси тіла протягом двох тижнів призводить до пригнічення як ферментативного так і неферментативного ПОЛ [39]. 
Встановлено, що після субтотальної деструкції панкреатичних бета-клітин на моделі неонатально-індукованого стрептозотоцинового діабету АДЗ-ПЯК в дозі 5 мг/кг маси тіла проявляє помірний вплив на проліферацію панкреатичних бета-клітин, при підвищенні дози до 25 мг/кг має виразний стимулюючий ефект, що проявляється збільшенням чисельності та площини острівців Лангерганса [202]. При оцінюванні секреторної активності ізольованих панкреатичних острівців у щурів із неонатально-індукованим стрептозотоциновим діабетом встановлено, що застосування АДЗ-ПЯК в дозах 25 та 50 мг/кг маси тіла запобігає розвитку функціональної неповноцінності панкреатичних бета-клітин на всіх етапах еволюції абсолютної інсулінової недостатності [39, 203].  

Для АДЗ-ПЯК підтверджено антидіабетогенний ефект на моделі низькодозового стрептозотоцинового діабету з аутоімунним генезом абсолютної інсулінової недостатності, при цьому встановлено, що профілактичне введення сполуки сприяє зниженню базальної гіперглікемії, гіпоінсулінемії та підвищенню коефіцієнта функції панкреатичних бета-клітин [204]. 
Пероральне застосування АДЗ-ПЯК запобігає розвитку первинної інсулінорезистентності (без наявності базальної гіперглікемії), індукованої дексаметазоном. На моделі вторинної інсулінорезистентності показано, що АДЗ-ПЯК запобігає розвитку інсулінорезистентності у діабетичних тварин, суттєво підвищуючи коефіцієнт чутливості до інсуліну. За таких умов він проявляє гальмуючий вплив на розвиток інтолерантності до глюкози, а також виявляє супресивний ефект відносно процесів ліпідної пероксидації з гальмуючим впливом на зростання концентрації НЕЖК в сироватці крові щурів з відносною інсуліновою недостатністю [205].  
При дослідженні впливу АДЗ-ПЯК на розвиток діабетичної нефропатії у кролів з абсолютною інсуліновою недостатністю (дитизоновий діабет) було встановлено, що застосування препарату знижує виразність мікроальбумінурії, нефромегалії та товщину базальної гломерулярної мембрани у діабетичних тварин [206]. 
Для АДЗ-ПЯК також встановлено виразний антиатерогенний ефект за умов тривалого дитизонового діабету, позитивний вплив на функціональну активність серцево-судинної системи та гальмуючий на розвиток діабетичної кардіопатії у тварин із експериментальною інсуліновою недостатністю, а також здатність до пригнічення синтезу продуктів Амадорі (глікозильованого гемоглобіну, фруктозаміну) [207]. 
Експериментально встановлено можливі механізми антидіабетичної дії АДЗ-ПЯК, які пов'язані з поліпшенням біоенергетичних процесів і пригніченням оксидативного стресу у мітохондріях та зниженням неферментативного глікозилювання у діабетичних тварин [208].
Виходячи з теорії метаболізму, під час першої фази біотрансформації АДЗ-ПЯК можуть утворюватися такі активні метаболіти:                                  2-гідроксифенілсукцинамід (2-ГФСА ) та β-фенілетилсукцинамід (β-ФЕСА). Зазначені сполуки є похідними янтарної кислоти, проте цілком природньо, що в чистому вигляді вони не зустрічаються.
Встановлено, що метаболіти 2-ГФСА та β-ФЕСА не проявляють антигіперглікемічної активності у інтактних щурів при одноразовому навантаженні глюкозою, але мають помірно виражені антиокислювальні властивості в тесті in vitro [209]. Експериментально встановлено, що продукти біотрансформації АДЗ-ПЯК в дозах, еквімолярних ефективній дозі, впливають на стан тромбоцитарно-коагуляційного гомеостазу. Так β-ФЕСА прискорює агрегацію тромбоцитів та процес згортання крові, а 2-ГФСА гальмує утворення фібринового згустку на кінцевому етапі коагуляції [210]. Обидва метаболіти підвищують активність гліколізу та мітохондріальних ферментів різних ланок енергетичного обміну, а також мають антиатерогенний потенціал [211]. В зазначених дозах обидва метаболіти спричиняють уповільнення процесів пероксидного окиснення ліпідів та білків у сироватці та печінці. В субтоксичних дозах, навпаки, метаболіти       β-ФЕСА та 2-ГФСА посилюють ці процеси незалежно від дози вони викликають зниження активності NO-синтази та продукції стабільних кінцевих метаболітів NO у плазмі та сечі [212, 213]. Метаболіт β-ФЕСА незалежно від рівня доз активує глутатіонову систему та інші антиоксидантні ферменти, 2-ГФСА виявляє різноспрямовану дію на антиоксидантний гомеостаз [214].
Таким чином, досліджуваному антидіабетичному засобу притаманний широкий спектр фармакологічної активності, на що суттєво впливають продукти його біотрансформації, тому вагоме значення набувають поглиблені токсиколого-гігієнічні дослідження та вивчення закономірностей функціонально-метаболічних змін, які виникають в здоровому організмі під впливом даного АДЗ-ПЯК.  
Висновки до розділу 1
1.
Проведено аналіз літературних джерел, при якому визначено, що застосування методології та принципів біомоніторингу дає можливість встановлювати індивідуальні рівні впливу небезпечної хімічної сполуки, визначати характер та напрямок зв’язків між ступенем впливу токсиканта, його внутрішньою дозою в організмі та порушеннями стану здоров'я працюючих з метою поліпшення рівня діагностики та лікування професійних інтоксикацій. 
2.
Аналіз літературних джерел показав, що лікарським засобам похідним янтарної кислоти, притаманне широке коло біохімічних активностей. Зазначені лікарські засоби застосовуються у практичній медицині при лікуванні багатьох захворювань, але при їх промисловому випуску можуть чинити небезпечні ефекти на організм працюючих. В зв'язку з вищеозначеним особливу актуальність набувають питання впровадження індивідуалізованого контролю промислового впливу ксенобіотиків на осіб, професійно зайнятих у сфері фармацевтичної індустрії. 
Результати аналізу даного розділу наведено в таких публікаціях:
1.
Кудря М, Лалименко О, Караченнцев Ю, Завгородній І. До питання проведення біологічного моніторингу ксенобіотиків. Довкілля та здоров'я. 2017;1:65‒72. (Дисертанту належить збір, аналіз та узагальнення літературних даних, оформлення публікації).
РОЗДІЛ 2 
ПРОГРАМА, МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Постановка експериментів

Дослідження з визначення параметрів токсикокінетики та токсикодинаміки антидіабетичного засобу ‒ похідного янтарної кислоти  проведено за умов різної тривалості та шляхів надходження субстанції до організму лабораторних тварин у відповідності до методичних рекоментацій [215]. Основні етапи, матеріали та методи, що застосовані при проведенні дослідження наведено у таблиці 1.
Для проведення відповідних досліджень ПАТ НВЦ «Борщагівським хіміко-фармацевтичним заводом» надано субстанцію антидіабетичного засобу (внутрішня      серія      №      21910311) та метаболітів                                        2  ‒   гідроксисукцинамінова            кислота      (2-ГФСА)−   серія    3Ф,            β ‒ фенілетилсукцинамінова кислота (β - ФЕСА) серія − 6Ф в необхідній для досліджень кількості. Аналітичну атестацію сполук проведено ТОВ «Фармхім», сертифікат якості № 1 від 28.02.2014 р.
Експерименти виконано на 120 нелінійних щурах з віварію ДУ «Інститут  проблем  ендокринної патології ім.В. Я.Данилевського НАМН України». Репрезентативну вибірку формували методом випадкового відбору тварин з генеральної сукупності, розподіл на експериментальні групи виконано методом рандомізації [216]. Дослідження проведено у відповідності до «Загальних етичних принципів експериментів на тваринах» [217]. Лабораторних тварин утримували на звичайному збалансованому раціоні та вільному доступі до води в умовах віварію. Знеживлення тварин проведено методом декапітації під легким ефірним наркозом.

Таблиця 2.1
Програма, обсяг та методи досліджень

	№/п
	Етапи дослідження
	Об'єкт і предмет дослідження
	Обсяг дослід.
	Методи дослідження

	1
	Аналіз інформаційних джерел літератури
	Вітчизняні та іноземні джерела наукової літератури, інформаційні бази даних (інтернет-мережі Medline, Pubmed, Medscape та ін.), нормативно-правова та регламентуюча база
	276
	бібліосемантич-ний

	2
	Визначення особливостей токсикокіне-тики антидіабетич-ного засобу


	Гострий експеримент: одноразове введення АДЗ-ПЯК внутрішньошлунково в дозі 100 мг/кг м.т. та інгаляційно на рівні порогу гострої інгаляційної дії Limac (27,9 мг/м3).  Хроматографічне визначення концентрацій сполук в плазмі крові в термін 0,5 год.,0,45, 1, 1,5, 2, 4, 6, 12, 24, 48 год., розрахунок токсикокінетичних параметрів. 
	20 тварин

340
вимірів
	хіміко-аналітичні

хроматографічні
токсикологічні

	3
	Встановлення тестів експозиції антидіабетич-ного засобу
	Антидіабетичний засіб (АДЗ-ПЯК), метаболіти: 2-ГФСА, β -ФЕСА; піддослідні тварини; Субхронічний експеримент: внутрішньошлун-кове (доза 100 мг/кг м.т. термін спостереження 5, 15, 30 діб) та інгаляційне (на рівні Limac (27,9 мг/м3) та Limch (2,63 мг/м3), термін спостереження 20 діб) надходження АДЗ-ПЯК із паралельним хроматографічним визначен-ням концентрацій АДЗ-ПЯК, 2-ГФСА,               β -ФЕСА в плазмі крові.
	41

тварина

41

вимір


	хіміко-аналітичні,

хроматографічні
токсикологічні

	4
	Визначення особливостей токсикодина-міки.
Встановлення біомаркерів ефекту 

АДЗ-ПЯК
	Субхронічний експеримент: внутрішньошлун-кове та інгаляційне надходження АДЗ-ПЯК (інтегральні показники, коефіцієнти маси печінки; стан ПОЛ: рівні ДК (сироватка крові, гомогенат печінки), ГПЛ (сироватка крові, гомогенат печінки), ТБКАС (кров, гомогенат печінки); ферменти антиоксидантного гомеостазу активність: каталази (сироватка крові, гомогенат печінки), СОД (гомогенат печінки), ГР (гемолізат еритроцитів), ГП (гемолізат еритроцитів, гомогенат печінки), ГТ (гомогенат печінки); показники обміну оксиду азоту: рівні нітритів/нітратів (плазма, сеча, гомогенат печінки), активність сумарної NOS (гемолізат еритроцитів, гомогенат печінки)).
	100 тварин

1740

вимірів
	токсикологічні

біохімічні

кінетичні



	5
	Статистичне опрацювання фактичного матеріалу. Обґрунтуван-ня біологічного безпечного рівня впливу АДЗ-ПЯК в плазмі.
	Методика кількісного визначення АДЗ-ПЯК/метаболітів в плазмі методом ВЕРХ (режими пробопідготовки плазми, умови ВЕРХ аналізу, валідаційна оцінка);

Результати токсиколого-гігієнічних, кінетичних, біохімічних досліджень; раніше встановлені Limac, Limch, ГДКр.з.
тести експозиції: концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів в плазмі; 
біомаркери ефекту: показники ПОЛ, ферменти антиоксидантного захисту, показники обміну оксиду азоту.
	Математико-статистичні StatSoft 10, t-критерій Ст'юдента 
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Для проведення токсикокінетичних досліджень здійснено визначення концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів (2  -  ГФСА та       β -  ФЕСА) у плазмі крові піддослідних тварин у дискретні інтервали часу: через 0,5 год., 0,45, 1, 1,5, 2, 4, 6, 12, 24, 48 год. після введення сполуки за умов гострого експерименту. Проведено одноразове внутрішньошлункове введення водної емульсії досліджуваної сполуки в дозі 100 мг/кг м. т. щурам-самцям примусово, натще за допомогою металевого зонду, а також інгаляційне надходженя субстанції антидіабетичного засобу на рівні порогу госторої інгаляційної дії сполуки.   
Моделювання інгаляційного надходження АДЗ-ПЯК здійснено шляхом проведення інтраназальних інсталяцій на рівні порогу гострої Limac (27,9 мг/м3) та хронічної Limch (2,63 мг/м3) інгаляційної дії сполуки, що в перерахунку відповідає інтраназальним дозам 6,7 та 1 мг/мл відповідно згідно з методичних вказівок МОЗ України 1.1.5-121-2005 «Обгрунтування ГДК лікарських засобів у повітрі робочої зони і атмосферному повітрі населених місць» [221]. 
Для опису особливостей токсикокінетики антидіабетичного засобу на підставі змішаного лінійно-логарифмічного методу статистичних моментів розраховували: тривалість періоду напіввиведення (Т1/2), що характеризує зменшення в два рази концентрації ксенобіотиків в плазмі крові на ділянці моноекспоненціального зниження плазменого рівня введеної речовини та розраховується як відношення натурального логарифму «2» (ln2) до значення константи елімінації (Кel); константу швидкості елімінації (Кel), що оцінювали по кутовому коефіцієнту кінцевої моноекспоненціальної ділянки токсикокінетичної ламаної та описували із застосуванням нелінійного регресійного аналізу; визначали площу під токсикокінетичною кривою (AUC0-t), починаючи з нульового значення часу до часу відбору останього зразка плазми крові, із використанням методу трапецій, загальний кліренс (Clt) параметр, що відповідає певному обсягу тест-тканини, який звільняється від ксенобіотика в одиницю часу; час досягнення максимальної концентрації (tmax), а також максимальну концентрацію сполук у плазмі крові (Сmax). Після проведення логарифмічного перетворення основних токсикокінетичних параметрів отримані значення аналізували за допомогою дисперсійного аналізу (ANOVA) [219-220]. 
Концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів в плазмі крові (тестів експозиції) визначали із застосуванням біоаналітичної методики кількісного визначенння антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові методом високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ), яка була розроблена згідно до методичних рекомендацій [218] разом зі співробітниками лабораторії аналітичних та фізико-хімічних досліджень ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В. Я. Данилевського НАМН України» під керівництвом зав. лаб. к.х.н., с.н.с. Л. Є. Нікішиної. 

Для визначення тестів/біомаркерів експозиції та встановлення біомаркерів ефекту проведено дослідження особливостей токсикокінетики та токсикодинаміки антидіабетичного засобу в умовах субхронічного             30 - денного внутрішньошлункового введення щурам - самцям водної емульсії субстанції досліджуваної сполуки з твін-80 у дозі 100 мг/кг м.т.  

В динаміці після 5, 15 та 30 введень сполуки контрольних та піддослідних тварин знеживлювали методом декапітації під легким ефірним наркозом, отримували біологічний матеріал для проведення біохімічних та хроматографічних досліджень.  

Для більш поглибленого дослідження токсикокінетичних та токсикодинамічних характеристик досліджуваної сполуки та продуктів її біотрансформації проведено субхронічне 20-денне інгаляційне введення сполуки на рівні порогу гострої Limac (27,9 мг/м3) та хронічної Limch (2,63 мг/м3) інгаляційної дії вивчаємої сполуки. По закінченні експерименту до та після евтаназії щурів проводили забір біологічних субстратів для проведення кінетичних та біохімічних досліджень. 
Тести експозиції визначали шляхом хроматографічного вимірювання концентрацій АДЗ-ПЯК та його метаболітів у плазмі крові в термін 5, 15, 20, 30 днів.

Впродовж всього експерименту незалежно від шляхів введення сполуки фіксували загальний стан піддослідних тварин, реєстрували інтегральні показники – масу тіла тварин в динаміці (один раз на тиждень),  після розтину тіла тварин проводили візуальний огляд внутрішніх органів та розраховували коефіцієнт маси печінки.  

2.2 Методи досліджень
Визначення первинних продуктів ліпопероксидації – дієнових кон΄югатів (ДК) проводили у сироватці крові та тканині печінки за методом [222], принцип якого засновано на поглинанні ліпідним екстрактом молекул з подвійними сполученими зв’язками монохроматичного світлового потоку в ультрафіолетовій області спектра з максимумом поглинання при 233   нм.  
Для комплексної оцінки процесів ліпопероксидації традиційно проводиться визначення рівнів проміжних продуктів ПОЛ – гідроперекисів ліпідів (ГПЛ) у різних біологічних середовищах. Вміст ГПЛ визначали у сироватці крові та гомогенаті печінки [223]. Спектр поглинання забарвленого продукту реєстрували  спектрофотометрично, вимірювали абсорбцію при довжині хвилі 532 нм. Вміст гідроперекисів розраховували в еквівалентній кількості малонового діальдегіду, приймаючи коефіцієнт молярної екстинкції рівним 1,56 · 105 М - 1 · см-1 на 1 г протеїну або 1 мл сироватки крові. 
Визначення концентрації вторинного продукту пероксидного окиснення ліпідів – малонового діальдегіду у крові та гомогенаті печінки проводили в тесті з тіобарбітуровою кислотою, який заснований на реакції між малоновим діальдегідом та тіобарбітуровою кислотою при підвищеній температурі у кислому середовищі з утворенням забарвленого триметинового комплексу з максимумом поглинання при довжині хвилі 532 нм [224].  
Стан антиоксидантного гомеостазу досліджували за активностю СОД, яку визначали у гомогенаті печінки з використанням методу [225], що базується на реакції аутоокиснення кверцетину у лужному середовищі (pH 10,0) в присутності N, N, N1, N1 - тетраметилетилендіаміну в аеробних умовах, де відбувається генерація супероксидного - аніон - радикалу, який у присутності СОД піддається реакції дисмутації, що виявляється в гальмуванні реакції окиснення кверцетину. 

Активність каталази у сироватці крові та гомогенаті печінки оцінювали за методом [226], який ґрунтується на здатності перекису водню утворювати з солями молібдена стійкий комплекс, інтенсивність забарвлення якого реєстрували спектрофотометрично при довжині хвилі 410 нм. 
Функціональну здатність глутатіонової ланки системи АОЗ оцінювали за активністю ензимів: глутатіонредуктази (ГР)   (КФ 1.6.4.2), глутатіонпероксидази  (ГП)    (КФ 1.11.1.9),   глутатіон   S   −   трансферази    (ГТ)  (КФ 2.5.1.18) в гемолізаті еритроцитів та гомогенаті печінки. Активність глутатіонредуктази – флавінового ферменту класу оксидоредуктаз, що має високу специфічність до глутатіону та каталізує реакцію його відновлення з окисненої форми, визначали у гемолізаті еритроцитів кінетичним методом [225], сутність якого полягає в реєстрації швидкості зменшення НАДФ∙Н при відновленні окисненого глутатіону у середовищі інкубації при довжині хвилі 340 нм. Активність ГР виражали у мкмолях НАДФН на 1 мг Hb в 1 хв. Для розрахунку активності  використовували коефіцієнт молярної екстинкції   ε = 6,22∙103 М-1 ∙ см 

Активність  глутатіонпероксидази  −  ферменту другого рівня системи АОЗ, який має високу спорідненість з перекисом водню та каталізує інактивацію гідропероксидів шляхом окиснення глутатіону, визначали в гемолізаті крові та гомогенаті печінки методом [227], принцип якого полягає у реєстрації швидкості зменшення вмісту відновленого глутатіону в середовищі інкубації при розкладанні гідроперекисів глутатіонпероксидазою при довжині хвилі 412 нм.  
Відомо, що одним з основних ферментів глутатіонової системи, який реалізує кон’югаційну та елімінаційну функцію у клітині, є                глутатіон  –  S – трансфераза. Визначення активності глутатіон  –  S –трансферази проводили в гомогенаті печінки методом [225], який засновано на оцінюванні швидкості ферментативного утворення GS-2,4-динітробензолу в реакції відновленого глутатіону з 1-хлор-2,4-динітробензолом, що вимірюється при довжині хвилі 340 нм, розрахунок проводили з використанням коефіцієнту молярної екстинкції утвореного продукту 9,6·103 М-1 см-1, враховуючи ступінь розведення та час інкубації. 
Метаболізм оксиду азоту досліджували за визначенням сумарних рівнів стабільних кінцевих продуктів обміну NO та активності синтази оксиду азоту сNOS. Визначали сумарні рівні нітрит-нітрат аніонів в плазмі крові, сечі і гомогенаті печінки. Досліджувані проби плазми крові та гомогенату печінки  піддавали депротеїнізації 6% розчином сульфату цинку та витримували 1 годину при температурі 15˚С. Потім здійснювали центрифугування проб при 6000 об/хв. протягом 10 хвилин, відбирали по 500 мкл супернатанту у  скляні центрифужні пробірки та додавали по 150 мкл 1 N розчину натрію гідроокису, проводили наступне центрифугування при 3000 об/хв., відбирали по 500 мкл супернатанту у пластикові круглодонні пробірки та проводили відновлення нітратів в нітрити у пробах з наважкою цинкового пилу 0,055 г, що оброблений аміачним комплексом сульфату міді (250 мкл аміачного буферного розчину та 10 мкл аміачного комплексу CuSO4). Потім проводили реакцію діазотування із застосуванням реактиву Грису, послідовно додаючи до проб по 500 мкл сульфонілової кислоти. Проби  витримували при +5˚С 10 хв. до завершення реакції діазотування, далі додавали по 500 мкл ацетату натрію та по 500 мкл α - нафтиламіну солянокислого, зразки витримували при кімнатній температурі 30 хв. та вимірювали абсорбцію дослідних проб проти проб з дистильованою водою при довжині хвилі 520 нм [228]. 
Біопроби сечі не піддавали депротеїнізації, а проводили сорбцію домішок шляхом додавання у проби по 0,25 г активованого вугілля і розведення біологічного матеріалу дистильованою водою по 3 мл у кожну пробу. Біозразки центрифугували при 5000 об/хв., відбирали супернатант по 1000 мкл і проводили аналіз за основною методикою, починаючи з етапу діазотування.

Концентрації нітритів-нітратів розраховували на підставі калібрувальних графіків залежності величини абсорбції стандартних розчинів (натрію нітрита та калію нітрата) від концентрації натритів-нітратів у біологічних пробах, які будували методом регресійного аналізу з урахуванням коефіцієнту розведення при депротеїнізації. 
Активність сумарної сNOS (КФ 1.14.13.19) визначали у гемолізаті еритроцитів та гомогенаті печінки кінетичним методом [229] за швидкістю окиснення NADPH+H+ у реакційній суміші: 2,5 мл 0,1 М трис- HCl буферу (рН=7,4), який містив 10 мМ CaCl2; 0,3 мл 40 мМ водного розчину аргініну; 0,1 мл 1 мМ водного розчину NADPH+H+. До реакційної суміші додавали 0,1 мл біологічного субстрату, реакцію запускали внесенням у реакційне середовище 1 мМ NADPH+H+, загальний об’єм проби складав 3 мл. У контрольні проби замість розчину NADPH+H+ додавали 0,1 мл бідистильованої води. Реєстрували зниження абсорбції дослідних проб, які вимірювали проти контрольних на спектрофотометрі Shimadzu UV-1800 (Японія) при довжині хвилі 340 нм (максимум поглинання NADPH+H+) протягом 5 хв. при 370 С. Активність виражали у нмоль NADPH+H+/хв.  мг протеїну.
Активність сNOS розраховували за формулою :
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А – активність ферменту у нмоль/хв.×мг протеїну або гемоглобіну;
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 – зміна абсорбції за 3 хвилини;

ε – коефіцієнт молярної екстинкції NADPH+H+ 6,22·103 л/моль·см; 

Vр.с .– об’єм реакційної суміші, мл;

Vс. – об’єм внесеного субстрату, мл;

n – розведення субстрату;

l –  товщина шару рідини у кюветі 1×10-2 м;

С – концентрація мг протеїну або мг гемоглобіну у пробі. 
В якості додаткових характеристик для розрахунку активності ферментів визначали рівень загального гемоглобіну у гемолізаті еритроцитів за уніфікованим гемоглобінцианідним методом [230], принцип якого полягає в окисненні залізосиньородистим калієм гемоглобіну в геміглобін (метгемоглобін), надалі утворений з ацетонціангідріном, забарвлений геміглобінцианід, визначали колориметрично. Розрахунок загального гемоглобіну проводили з урахуванням даних калібрувального графіку, що будували з використанням стандартного розчину геміглобінцианіду на підставі формули :  
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      Едос.– екстинкція досліджуваної проби;

      Ест.– екстинкція стандартного розчину;

      С– концентрація геміглобинцианіду в стандартному розчині, мг %;

      К– коефіцієнт розведення крові;

      0,001– коефіцієнт для перерахунку мг/100 мл в г/100 мл.
Кількісне визначення загального протеїну у гомогенаті печінки визначали за методом Бредфорда [231], принцип якого полягає у взаємодії сульфонільних груп аніонної форми барвника Coomassie Brilliant Blue G -250 з амінокислотними залишками протеїнів з утворенням забарвленого продукту, що має максимум поглинання при довжині хвилі 595 нм. Калібрувальний графік будували із застосуванням розведень стандартного розчину альбуміну. Розрахунок концентрації протеїнів у біологічній пробі здійснювали на підставі калібрувального графіку лінійної залежності зростання абсорбції розчину від концентрації протеїну у пробі. 
Фактичний матеріал обробляли методами варіаційної статистики із застосуванням пакету програмного забезпечення StatSoft 10 [220]. Нормальність розподілу в рядах визначали за критерієм Шапіро-Уілка (W). Для парного порівняння показників піддослідної групи з інтактним контролем у випадку нормального розподілу в рядах використовували             t-критерій Ст'юдента для незалежних відбірок. Результати представляли як середнє арифметичне та його статистична похибка.  Для порівняння показників двох груп з розподілом ознак, що відмінні від нормального, використовували непараметричний U-критерій Манна Уітні. Розходження вважали статистично значущими при р ≤ 0,05. Кореляційний аналіз деяких біохімічних показників проведено на підставі методу Пірсона з разрахунком коефіцієнту парної кореляції (r). 
Для обґрунтування біомаркерів експозиції проведено математичне моделювання залежності «екзогенна доза антидіабетичного засобу − концентрація антидіабетичного засобу/його метаболітів в плазмі крові». При встановленні біомаркерів ефекту − залежності «ймовірності відхилення біохімічних показників у піддослідній групі тварин в порівнянні з контролем від концентрації антидіабетичного засобу/ його метаболітів в плазмі крові». Розрахунок параметрів моделей здійснювали за допомогою стандартної процедури лінійного регресійного аналізу, перевірку їх адекватності з використанням однофакторного дисперсійного аналізу з урахуванням критерія Фішера та визначенням 95 % -вих довірчих інтервалів (ДІ) [232-233]. 
РОЗДІЛ 3

ВИЗНАЧЕННЯ ОСОБЛИВОСТЕЙ ТОКСИКОКІНЕТИКИ АНТИДІАБЕТИЧНОГО ЗАСОБУ 
3.1 Визначення основних токсикокінетичних параметрів антидіабетичного засобу для встановлення тестів експозиції за умов одноразового внутрішньошлункового надходження до організму щурів
Кінетичні параметри антидіабетичного засобу досліджували у плазмі крові піддослідних тварин, які одноразово внутрішньошлунково отримували водну емульсію субстанції антидіабетичного засобу в дозі 100 мг/кг м.т. 

В результаті проведених досліджень визначені усереднені токсикокінетичні профілі залежності концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів в плазмі крові піддослідних тварин від часу спостереження. Відповідні дані наведено на рис.3.1 
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Рис.3.1. Усереднені токсикокінетичні профілі антидіабетичного засобу 
та його метаболітів 2-ГФСА і β-ФЕСА у плазмі крові щурів після 
одноразового внутрішньошлункового введення  (n=5; [image: image7.png]
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Аналіз наведених основних токсикокінетичних параметрів показав, що антидіабетичний засіб та обидва його метаболіти ідентифікуються в плазмі крові вже через 30 хвилин, їх концентрації збільшуються у перші 2 години після внутрішньошлункового введення. Після цього концентрації досліджуваних сполук знижуються та через 48 годин вихідна сполука та продукти її біотрансформації практично не визначаються у плазмі крові. 

Далі були визначені загальні параметри токсикокінетики субстанції АДЗ-ПЯК та його метаболітів, які представлено в таблиці 3.1
Таблиця 3.1
Токсикокінетичні параметри антидіабетичного засобу і його метаболітів у плазмі крові щурів після одноразового внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу 
	Токсикокінетичні параметри антидіабетичного засобу

	
	Сmax, нг/мкл
	Т1/2, години
	Кel, год-1
	Cl, л·год.-1
	AUC0-48,
нг/мкл·год

	1
	2
	3
	4
	5
	6
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	102,8
	5,1
	0,1536
	0,04
	796,4
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	8,6
	0,91
	0,024
	0,008
	208,4

	СV,%
	18,8
	40,4
	35,5
	45,5
	58,4

	Токсикокінетичні параметри метаболіту 2-ГФСА

	    [image: image11.png]



	39,9
	5,2
	0,1422
	0,094
	317,9
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	4,6
	0,76
	0,016
	0,016
	88,7

	  СV,%
	25,7
	32,6
	25,2
	39,3
	62,3

	Токсикокінетичні параметри метаболіту β-ФЕСА

	1
	2
	3
	4
	5
	6
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	109,7
	7,5
	0,1086
	0,03
	1236,2
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	11,5
	1,2
	0,03
	0,008
	278,5

	СV,%
	23,4
	36,1
	54,4
	65,5
	50,4


Як видно з таблиці, середня максимальна концентрація антидіабетичного засобу досягає пікового рівня 102,8±8,6   нг/мкл через 2 години після введення. Поряд з цим, метаболіти в плазмі крові розподіляються диспропорційно: кількісні рівні метаболіту β-ФЕСА у плазмі крові значно перевищують концентрацію 2-ГФСА впродовж всього терміну спостереження, його середня максимальна концентрація становить 109,6±11,5 нг/мкл проти 39,9±4,6 нг/мкл концентрації 2-ГФСА.
При аналізі величини Т1/2, який характеризує тривалість виведення із організму досліджуваних сполук, слід зазначити, що для антидіабетичного засобу та одного з його метаболітів 2-ГФСА значення Т1/2  знаходяться приблизно на однаковому рівні, а для β-ФЕСА цей параметр на 47% більше. Отримані значення Т1/2 для досліджуваних сполук свідчать про відносно повільне виведення їх з організму. Відносно високе значення Т1/2 для              β - ФЕСА порівняно з антидіабетичним засобом та іншим метаболітом          2 - ГФСА, свідчить про подовження часу циркуляції даної сполуки у системному кровотоці та можливо про більшу спорідненість до протеїнів (ліпопротеїнів) плазми крові. 
При аналізі середніх значень площі під токсикокінетичною кривою AUC0-48 ‒ показника що характеризує сумарну кількість сполуки у системному кровотоці, найбільшу величину спостерігали у β-ФЕСА, що, імовірно, пов'язано зі збільшенням періоду його напіввиведення та як наслідок тривалим перебуванням у плазмі крові. Найменше значення даного показника відзначено у іншого метаболіту 2-ГФСА в порівнянні з показниками самого антидіабетичного засобу та β-ФЕСА, що, очевидно, обумовлено більш високим рівнем системного кліренсу. 
Встановлено, що найбільше середнє значення константи швидкості елімінації kel має місце у вихідної сполуки в порівнянні з аналогічним показником для його метаболітів, найменше значення kel відзначено у метаболіту β-ФЕСА.

Необхідно враховувати, що будь-який ксенобіотик, потрапляючи в організм, спочатку надходить у кров / плазму, а потім з неї переходить в інші органи і тканини, тобто, в організмі існує два потоки розподілу [236, 237].  Виходячи з цього, слід зазначити, що в даному випадку перші дві години переважає надходження антидіабетичного засобу в плазму крові, через        2 - 3 години відбувається поступове метаболічне перетворення, про що свідчить зростання кількісних рівнів його метаболітів в плазмі крові з подальшим виведенням речовин з організму.
3.2 Визначення основних токсикокінетичних профілей  антидіабетичного засобу для встановлення тестів експозиції за умов одноразового інгаляційного надходження до організму щурів
При аналізі динаміки концентрації АДЗ-ПЯК та його метаболітів після одноразового інгаляційного впливу речовини встановлено, що досліджувані сполуки ідентифікуються в плазмі крові через 30 хвилин. Концентрація    АДЗ-ПЯК в плазмі крові поступово зростає та через 2 години набуває максимуму зі значенням 31,6±2,3 нг/мкл. Концентрації метаболітів  2-ГФСА та β-ФЕСА швидко зростають у першу годину спостереження та досягають рівнів 8,3±0,64 нг/мкл та 30,6±3,4 нг/мкл відповідно. Досліджувані сполуки протягом тривалого часу циркулюють у системному кровотоці та через 48 годин ще ідентифікуються в плазмі крові.

Впровдож всього терміну спостереження за умов експерименту зафіксовані незначні коливання концентрації в плазмі крові 2-ГФСА, які мали значно нижчі значення в порівнянні з іншим метаболітом.  Фармакокінетична крива, що відображає кількісний вміст 2-ГФСА в плазмі крові характеризується відсутністю чітких піків та має вигляд плато. Динаміка концентрацій досліджуваних сполук представлена на рис. 3.2
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Рис. 3.2. Усереднені токсикокінетичні профілі антидіабетичного засобу 
та його метаболітів 2-ГФСА і β-ФЕСА у плазмі крові щурів після 
одноразового інгаляційного надходження (n=5; [image: image19.png]
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На відміну від цього інший метаболіт β-ФЕСА мав значні кінетичні особливості: концентрації β-ФЕСА знаходились майже на одному рівні з концентраціями вихідної сполуки, кількісні рівні β-ФЕСА практично у 4 рази перевищували значення іншого метаболіту 2-ГФСА.
Надалі нами проведено розрахунок основних параметрів токсикометрії АДЗ-ПЯК та його метаболітів 2-ГФСА та β-ФЕСА, відповідні дані наведено у таблиці 3.2. 
При аналізі основних токсикокінетичних параметрів досліджуваних сполук встановлено, що метаболіти мають високі значення Т1/2 в порівнянні з вихідною сполукою, при чому найбільше визначається у метаболіту 2-ГФСА,  що практично у 2 рази перевищує значення самого АДЗ-ПЯК. Високі значення Т1/2 в свою чергу тісно повязані з рівнем системного кліренсу, який характеризує темпи елімінації речовини з системного кровотоку за рахунок екскреції, зокрема найменше значення даного показника зареєстровано у метаболіту 2-ГФСА в порівнянні з іншим метаболітом та АДЗ-ПЯК.  

Слід зазначити, що вихідна сполука АДЗ-ПЯК за умов одноразового інгаляційного впливу мала достатньо високі значення константи швидкості елімінації та відносно низький системний кліренс, що свідчить про уповільнення темпів виведення сполуки з кровоносної системи шляхом екскреціїї та прискорення процесів біотрансформації і підтверджується наявністю відносно низького в порівнянні з метаболітами значення Т1/2.  
Таблиця 3.2
Токсикокінетичні параметри антидіабетичного засобу і його метаболітів у плазмі крові щурів після одноразового інгаляційного надходження  субстанції антидіабетичного засобу
	Токсикокінетичні параметри антидіабетичного засобу

	
	Сmax, нг/мкл
	Т1/2, години
	Кel, год-1
	Cl, л·год.-1
	AUC0-48,
нг/мкл·год
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	31,6
	9,9
	0,11
	0,05
	489,8
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	2,3
	1,1
	0,01
	0,01
	64,4

	СV,%
	21,1
	23,05
	32,4
	44,7
	29,4

	Токсикокінетичні параметри метаболіту 2-ГФСА
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	8,3
	18,2
	0,05
	0,02
	182,1
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	0,64
	2,3
	0,01
	0,002
	26,2

	  СV,%
	17,3
	32,5
	31,2
	54,4
	32,2

	Токсикокінетичні параметри метаболіту β-ФЕСА
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	30,6
	15,4
	0,05
	0,03
	765,3
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	3,4
	2,4
	0,01
	0,003
	90,9

	СV,%
	24,7
	34,8
	28,1
	22,8
	25,5


Аналізуючи середні значення площі під токсикокінетичною кривою AUC0-48 показано, що найбільше встановлено у метаболіту β-ФЕСА, що можливо пов'язано з низькими рівнями системного кліренсу, константи швидкості елімінації і відносно високим значенням періоду напіввиведення сполуки, що в свою чергу обумовлює тривалу циркуляцію сполуки в плазмі крові. 
Висновки до розділу 3
1.
В умовах одноразового внутрішньошлункового та інгаляційного надходження субстанції АДЗ-ПЯК досліджено особливості токсикокінетики та розраховано основні токсикокінетичні параметри сполуки та її метаболітів. 
3.
Встановлено, що за умов одноразового внутрішньошлункового введення, провідну роль в елімінації антидіабетичного засобу відіграють процеси біотрансформації, які дещо переважають над екскрецією незміненої сполуки, на що вказує збільшення константи швидкості елімінації на фоні відносно низьких значень системного кліренсу, а також подовження часу досягнення середніх максимальних концентрацій метаболітів в порівнянні з вихідною сполукою. 
4.
 Визначено, що при одноразовому інгаляційному надходженні субстанціїї антидіабетичного засобу, має місце подовження часу перебування метаболітів 2-ГФСА та β-ФЕСА у системному кровотоці в порівнянні з вихідною сполукою. В той же час, процеси метаболічного перетворення АДЗ-ПЯК переважають над його екскрецією, що підтверджується скороченням часу досягнення середніх максимальних концентрацій метаболітів в порівнянні з вихідною сполукою на тлі прискорення швидкості елімінації антидіабетичного засобу з плазми крові.  
Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в таких публікаціях:
1.
Лалыменко О, Кудря М, Никишина Л, Завгородний И, Шаламай А. Особенности токсикокинетики антидиабетического средства, производного янтарной кислоты, при однократном внутрижелудочном введении крысам. Експериментальна і клінічна медицина. 2016;1:37‒42. (Дисертантом проведено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, пробопідготовку біозразків плазми крові для хроматографічного аналізу, статистичне опрацювання даних, оформлення статті). 

РОЗДІЛ 4

ВИЗНАЧЕННЯ ТЕСТІВ ЕКСПОЗИЦІЇ ТА БІОМАРКЕРІВ ЕФЕКТУ АНТИДІАБЕТИЧНОГО ЗАСОБУ 
4.1 Кількісне хроматографічне визначення концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження
За результатами кількісного хроматографічного визначення вмісту АДЗ-ПЯК та продуктів його біотрансформації у плазмі крові за умов  субхронічного внутрішньошлункового введення встановлено, що після 5 днів експерименту ідентифікуються достатньо високі концентрації АДЗ-ПЯК та його метаболітів. Так, середня концентрація метаболіту β-ФЕСА суттєво перевищує вміст іншого метаболіту 2-ГФСА та вихідної сполуки в плазмі крові (рис. 4.1). 
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Рис.4.1. Динаміка змін концентрацій антидіабетичного засобу та його      

            метаболітів у плазмі крові щурів за умов субхронічного
            внутрішньошлункового введення, ([image: image31.png]


 ±Sх)
При подовженні терміну експерименту до 15 днів відзначено зниження рівнів досліджуваних сполук в плазмі крові, концентрації яких знаходились практично на одному рівні, що можливо пов'язано з прискоренням процесів біотрансформації у печінці та утворенням більш полярних та реакційноспроможних речовин, які швидко елімінуються із організму. 

Наприкінці експерименту через 30 днів концентрації досліджуваних сполук у плазмі крові дещо підвищувались з незначним переважанням вмісту метаболіту β-ФЕСА. Однак, середні значення тестів експозиції  антидіабетичного засобу та продуктів його біотрансформації після 5 та 30 днів знаходились практично на одному рівні. 

Слід зазначити, що при регулярних, щодня повторюваних впливах однакової інтенсивності ксенобіотика на організм, має місце принцип сумації концентрації сполуки у біосубстраті в кінці останнього дня введення речовини [238 ]. Це деякою мірою пояснює однакові рівні тестів експозиції на початку та наприкінці експерименту.

Таким чином, в умовах субхронічного внутрішньошлункового введення субстанції АДЗ в дозі 100 мг/кг м.т. досліджувані сполуки ідентифікуються у плазмі крові щурів протягом всього експерименту. 
4.2 
Дослідження особливостей токсикодинаміки антидіабетичного засобу за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження

4.2.1 
Вплив антидіабетичного засобу на інтегральні показники  у 

         експериментальних тварин
Оцінку стану цілісного організму та його найважливіших систем проводили шляхом дослідження деяких інтегральних (неспецифічних) показників відповідно до методичних підходів, які загальноприйняті в токсикології [215]. В умовах субхронічного експерименту визначали масу тіла експериментальних тварин в динаміці протягом всього терміну експерименту (табл.4.1). 
Таблиця   4.1   
Динаміка маси тіла та коефіцієнт маси печінки щурів за умов субхронічного внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу,
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	Строк досліджень,
	n
	Контроль
	n
	АДЗ-ПЯК

	5 діб

	Вихідні дані
	7
	243,6±3,7
	7
	237,9±3,4

	5 діб
	7
	247,1±4,2
	7
	242,1±3,7

	Коефіцієнт маси печінки, % 
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	5 діб
	7
	31,1±1,8
	7
	33,7±0,9

	15 діб

	Вихідні дані
	7
	240,7±5,5
	7
	225,7±6,7

	1 тиждень
	7
	236,4±7,8
	7
	234,3±7,9

	2 тиждень
	7
	244,3±7,2
	7
	240,0±7,2

	Коефіцієнт маси печінки, % 
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	15 діб
	7
	31,1±1,5
	7
	32,8±2,2

	30 діб

	Вихідні дані
	7
	219,3±4,7
	7
	216,4±2,1

	1 тиждень
	7
	212,1±3,2
	7
	218,6±3,1

	2 тиждень
	7
	217,9±3,1
	7
	217,1±3,0

	3 тиждень
	7
	217,9±3,3
	7
	220,7±3,5

	4 тиждень
	7
	227,1±3,2
	7
	230,7±4,9

	Коефіцієнт маси печінки, % 
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	30 діб
	7
	33,1±1,1
	7
	33,7±1,7


Після розтину експериментальних тварин проводили макроскопічний огляд внутрішніх органів, вилучали печінку та після її зважування розраховували коефіцієнт маси печінки (КМ), як відсоткове відношення маси органу до маси тіла експериментальної тварини за формулою: 

КМ = маса печінки (г)/ маса тіла (г) × 100%                              (1)

В результаті проведених досліджень встановлено, що досліджені інтегральні показники у щурів,  які отримували субстанцію антидіабетичного засобу, статистично значуще не відрізнялися від аналогічних параметрів тварин з контрольної групи. 
Отже, субстанція антидіабетичного засобу в умовах субхронічного внутрішньошлункового введення в дозі 100 мг/кг м.т. не чинить будь якого впливу на загальну трофіку піддослідних тварин.
4.2.2 Дослідження процессів пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного гомеостазу
При вивченні стану процесів ПОЛ встановлено, що на початкових етапах внутрішньошлункового застосування (5 введень) субстанції антидіабетичного засобу в дозі 100 мг/кг м.т. у піддослідної групи тварин статистично значуще підвищувався рівень ТБКАС крові (рис. 4.2). 
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	Рис. 4.2. Рівень ТБКАС крові після 5-денного внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу 




В гомогенаті печінки щурів за даних умов експозиції, навпаки, зафіксовано статистично значуще зниження проміжних та кінцевих продуктів деградації жирних кислот ГПЛ та ТБКАС (дод. Б, табл. 4.2). Відзначені зміни показників ПОЛ, імовірно, пов'язані з підвищенням активності каталази сироватки крові та СОД в тканині печінки (p<0,05)    (дод. Б, табл. 4.3), тобто активацією першого етапу ферментативного шляху антиоксидантного захисту, що в свою чергу перешкоджає накопиченню високореакційних та токсичних продуктів ліпопероксидації. 
Після 15 та 30 днів дії вивчаємої сполуки у піддослідної групи тварин в порівнянні з контролем спостерігали деяку інтенсифікацію проміжних та кінцевих реакцій ПОЛ, що проявилось у вигляді статистично значущого підвищення рівнів ГПЛ у сироватці крові після 15 днів впливу (рис.4.3) та збільшення вмісту ТБКАС у тканині печінки в кінці експерименту (рис. 4.4). 
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	Рис . 4.3. Рівень гідроперекисів ліпідів сироватки крові після        15-днів внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу 
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	Рис. 4.4. Рівень ТБКАС гомогенату печінки після 30-денного  

внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу  




Зазначені зміни у стані процесів ліпопероксидації, імовірно, пов'язані зі статистично значущим зниженням активності ГП гемолізату еритроцитів протягом всього терміну експерименту (рис.4.5) та падінням активності СОД гомогенату печінки на 33% після 15 днів спостереження. 
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	Рис. 4.5. Динаміка змін активності глутатіонпероксидази гемолізату еритроцитів за умов внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу 




	


При подовженні строку експозиції до 30-ти днів у піддослідних тварин в порівнянні з контрольною групою у гемолізаті еритроцитів спостерігали підсилення активності ГР – одного з флавінових ферментів класу оксидоредуктаз, який має високу спорідненість до глутатіону [240]. 

В попередніх наших дослідженнях щодо з’ясування особливостей  біологічної дії метаболітів 2 - ГФСА та β-ФЕСА, механізмів їх пошкоджуючого впливу на організм та ролі у реалізації біологічного ефекту антидіабетичного засобу було встановлено, що обидва метаболіти в дозах, еквімолярних ефективній дозі АДЗ-ПЯК, спричиняють уповільнення процесів пероксидного окиснення ліпідів у сироватці та печінці. В субтоксичних дозах, навпаки, сприяють зростанню окисної деградації ліпідів з найбільшим проявом активації каскадного процесу на його кінцевих стадіях, причому ступінь виразності цих змін була найбільша при застосуванні β-ФЕСА [209-211]. Слід зазначити, що за впливу 2-ГФСА та β-ФЕСА в субтоксичних дозах відзначено зниження активності деяких ферментів АОЗ, зокрема ГП у гемолізаті еритроцитів та тканині печінки відповідно [212]. Це повністю узгоджується з нашими результатами дослідженнь.
Таким чином, за умов субхронічного внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу в дозі 100 мг/кг м.т. на початкових етапах експерименту спостерігали підвищення активності ферментів першої ланки антиоксидантного захисту (СОД гомогенату печінки та каталази сироватки крові) та уповільнення процесів пероксидного окиснення, у середині та наприкінці строку спостереження відзначали прискорення окремих реакцій ліпопероксидації у сироватці крові та тканині печінки. 
4.2.3 
Дослідження стану метаболізму оксиду азоту
За результатами вивчення стану обміну оксиду азоту встановлено, що за умов 5-ти та 30-денного внутрішньошлункового надходження субстанції антидіабетичного засобу у піддослідних щурів статистично значуще знижується активність с-NOS гомогенату печінки (рис. 4.6). 
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	Рис. 4.6. Активність конститутивної синтази оксиду азоту с-NOS в гомогенаті печінки щурів після 5 та 30 днів внутрішньошлункового введення субстанції антидіабетичного засобу 




Це в свою чергу, значною мірою позначається на метаболізмі NO, віддзеркаленням чого є вірогідне зниження інтенсивності утворення його стабільних кінцевих метаболітів нітрит/нітрат аніонів у плазмі крові щурів (рис. 4.7; 4.8).
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	Рис. 4.7. Динаміка змін рівнів нітритів у плазмі крові щурів за умов внутрішньошлункового введення       субстанції антидіабетичного засобу 
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	Рис. 4.8. Динаміка змін рівнів нітратів у плазмі крові щурів за умов     внутрішньошлункового введення   субстанції антидіабетичного засобу




Поряд з цим, після 5 днів експерименту у сечі та гомогенаті печінки щурів концентрації NO2- та NO3- статистично не відрізнялись від значень даних показників у контрольних тварин, незважаючи на пригнічення активності с-NOS. Збереження пулу нітрит/нітрат аніонів, імовірно, обумовлено активацією у тканині печінки та нирок послідовних реакцій відновлення метаболітів NO у замкненому циклі оксиду азоту. 
Після 15 днів експозиції АДЗ-ПЯК у тварин зафіксовано статистично значуще зниження плазменних рівнів NO2-/ NO3- (дод. Б, табл. 4.4)
При дослідженні ренального транспорту ендогенних нітритів та нітратів за даних умов експерименту відмічено зниження швидкості їх виведення з сечею (0,05<р<0,1). Враховуючи тісний взаємозв’язок між концентраціями ендогенних NO2- / NO3- в плазмі крові та темпами їх сечової екскреції, зареєстроване падіння концентрацій нітрит-нітрат аніонів у сечі закономірне. 
При вивченні інтенсивності метаболізму NO у печінці піддослідних тварин після 15 днів експерименту зафіксовано падіння концентрації тканинного пулу нітритів. В той же час концентрації NO3- аніонів підтримувались на рівнях значень  контрольної групи тварин.  
Наприкінці експерименту після 30 днів експозиції у піддослідної групи тварин порівняно з контролем зареєстровано вірогідне послаблення           NO - синтазної активності в тканині печінки, падіння концентрацій ендогенних NO2-/NO3- у плазмі та сечі (р<0,05). У тканині печінки піддослідних тварин за даних умов експерименту відзначено вірогідне зменшення рівнів NO3- та  NO2- (0,05<р<0,1) (дод. Б табл. 4.4 ). 

Дослідженнями стану оксидоазотної системи за умов ізольованого введення метаболітів встановлена односпрямованість ефектів 2-ГФСА та     β-ФЕСА з вихідною сполукою, що незалежно від дози впливу проявляється у вигляді зниження активності NO-синтази та продукції стабільних кінцевих метаболітів NO у плазмі та сечі. Отже з отриманих результататів виходить, що обидва метаболіти збільшують ступінь прояву NO-залежних ефектів антидіабетичного засобу. 

Таким чином, одержані результати доводять, що під впливом антидіабетичного засобу на рівні досліджуваної дози, змінююється вираженість метаболічних перетворень окремих ланок оксидазотного гомеостазу. 
4.3 Кількісне хроматографічне визначення концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові за умов субхронічного інгаляційного  надходження
Проведено визначення вмісту АДЗ-ПЯК та продуктів його біотрансформації в плазмі крові щурів за умов інгаляційного надходження вихідної сполуки. Встановлено, що за таких умов експерименту в плазмі крові щурів ідентифікуються вихідна сполука та обидва її метаболіти, концентрації яких наведено в таблиці 4.5
Таблиця 4.5 

Концентрація антидіабетичного засобу та метаболітів 2-ГФСА, β-ФЕСА у плазмі крові щурів за умов інгаляційного надходження субстанції,
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	Назва сполуки, нг/мкл
	 АДЗ-ПЯК

	
	n
	27,9 мг/м3
	n
	2,63 мг/м3

	Антидіабетичний засіб
	10
	28,7±4,5
	10
	15,8±2,5

	2-ГФСА
	10
	9,2±1,0
	10
	2,9±0,6

	β-ФЕСА
	10
	41,6±2,1
	10
	4,5±0,7


Як свідчать дані таблиці, при інгаляційному надходженні субстанції АДЗ-ПЯК на рівні Limac (27,9 мг/м3), концентрація β-ФЕСА в плазмі крові суттєво перевищує рівні вихідної сполуки та 2-ГФСА. На відміну від цього при інгаляційній дії субстанції АДЗ-ПЯК на рівні порогу хронічної інгаляційної дії Limch (2,63 мг/м3) сполуки, у плазмі крові рівні АДЗ-ПЯК значно перевищують концентрації його метаболітів, які розподілені з незначним переважанням у бік β-ФЕСА. 
Таким чином, при інгаляційному надходженні субстанції досліджуваної сполуки вміст антидіабетичного засобу та його метаболітів залежить від екзогенно введеної дози. 

4.4 Дослідження особливостей токсикодинаміки антидіабетичного  засобу за умов субхронічного інгаляційного надходження
4.4.1 Вплив антидіабетичного засобу на інтегральні показники у  експериментальних тварин
Проведені дослідження показали, що протягом двох тижнів експерименту маса тіла та коефіцієнти маси печінки піддослідних щурів, що інгаляційно отримували субстанцію антидіабетичного засобу на рівні Limac та Limch не відрізнялися від аналогічних параметрів тварин з контрольної групи. Відповідні дані наведені в таблиці 4.6.
Таблиця 4.6
Динаміка маси тіла та коефіцієнт маси печінки щурів за умов інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу, 
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	Строк досліджень,
	n
	Контроль
	n
	АДЗ-ПЯК,

27,9 мг/м3
	n
	АДЗ-ПЯК,

2,63 мг/м3

	Вихідні

дані
	10
	234,5±4,9
	10
	226,0±3,3
	10
	232,5±4,7

	1 тиждень
	10
	234,5±4,7
	10
	231,0±1,9
	10
	224,5±4,5

	2 тиждень
	10
	239,5±4,4
	10
	231,5±2,5
	10
	230,0±4,3

	Коефіцієнт маси печінки

	2 тиждень
	10
	30,7±1,4
	10
	29,8±1,1
	10
	28,2±0,9


Отримані результати засвідчують, що антидіабетичний засіб при інгаляційному надходженні щурам-самцям на рівні порогу гострої та хронічної інгаляційної дії сполуки не чинить будь-якого впливу на неспецифічні показники загальної трофіки тварин.
4.4.2 Дослідження процессів пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного гомеостазу
Аналізуючи показники системи пероксидного окиснення в умовах  інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу в дозі на рівні порогу гострої інгаляційної дії сполуки в піддослідній групі тварин порівняно з контролем виявлено активацію лише первинних реакцій ПОЛ у вигляді підвищення в сироватці крові рівня ДК (p<0,05) при відсутності змін інтенсивності інших окислювальних реакцій каскадного процесу, а саме проміжних та кінцевих продуктів деградації жирних кислот (дод. Б, табл. 4.7). 
Зростання концентрації ДК у сироватці крові, ймовірно, пов'язано з активацією каталази сироватки крові (p<0,05) та ГП гемолізату еритроцитів (0,05<р<0,1) у цієї групи тварин.  Поряд з цим у групі тварин, які отримували інгаляційно субстанцію антидіабетичного засобу на рівні порогу хронічної інгаляційної дії, відзначали тільки зниження активності ГР гемолізату еритроцитів (p<0,05), що можливо обумовлено напруженням антиокислювальних механізмів у системі рециклювання глутатіону та деякими змінами процесів кон'югації та елімінації у відповідь на надходження досліджуваної сполуки.
Звертає на себе увагу більш виразна реакція печінки при інгаляційному впливі речовини. Так, за даних умов експерименту у тканині печінки піддослідних тварин на обох рівнях інгаляційної дії зареєстровано прискорення швидкості накопичення проміжних продуктів ПОЛ, зокрема, рівнів ГПЛ з різним рівнем статистичної значущості в порівнянні з контролем (рис. 4.9). 
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	Рис. 4.9. Рівні гідроперекисів ліпідів у гомогенаті печінки за умов інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу



Значне підвищення рівнів ГПЛ, ймовірно, пов'язане з виявленими в обох групах піддослідних тварин вирогідного зниження активності каталази та ГП в гомогенаті печінки (рис. 4.10, 4.11). 
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	Рис. 4.10. Активність каталази гомогенату печінки за умов  

інгаляційного надходження антидіабетичного засобу
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	Рис. 4.11. Активність ГП гомогенату печінки за умов інгаляційного      надходження антидіабетичного засобу 




Одночасно на кінцевих етапах інтенсивність ліпопероксидації у печінці тварин уповільнювалась, про що свідчить зниження рівнів кінцевих продуктів деградації жирних кислот – ТБКАС (p<0,05) у групі тварин, що отримували субстанцію АДЗ-ПЯК на рівні Limac. 
Поряд з цим у гомогенаті печінки тварин піддослідної групи на обох рівнях інгаляційного впливу відзначено суттєве підвищення активності глутатіон- S- трансферази (рис.4.12). 
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Рис. 4.12. Активність ГТ гомогенату печінки за умов інгляційного 

надходження  антидіабетичного засобу 
Таким чином, встановлено, що при інгаляційному впливі  антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти на рівні Limac (27,9 мг/м3) в крові відбувається активація ензимів антипероксидного захисту, що сприяє блокуванню каскадних реакцій ПОЛ, про що свідчить відсутність змін рівнів проміжних та кінцевих продуктів окислювальної деградації жирних кислот. Між тим, у тканині печінки тварин знижується антипероксидний захист (падіння активностей ГП та каталази) та компенсаторно підвищується активність ГТ, що в свою чергу призводить до уповільнення та стабілізації накопичення кінцевих продуктів ПОЛ. 
Отримані дані щодо стану процесів пероксидного окиснення ліпідів та антиоксидантного захисту за умов інгаляційного шляху надходження субстанції антидіабетичного засобу до організму свідчать про чутливість зазначених процесів та про залежність змін показників ПОЛ від рівня введеної дози субстанції АДЗ-ПЯК. 
4.4.3 
Дослідження стану метаболізму оксиду азоту

За результатами вивчення стану обміну оксиду азоту встановлено, що в умовах інгаляційного надходження антидіабетичного засобу на рівні Limch (2,63 мг/м3) в піддослідній групі тварин статистично значуще знижувалась активніть с-NOS гемолізату еритроцитів (р<0,05) (рис. 4.13), що не впливало на рівні NO2-/ NO3- плазми крові. 
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	Рис. 4.13. Активність синтази оксиду азоту с-NOS в гемолізаті еритроцитів щурів печінки за умов інгляційного надходження  антидіабетичного засобу




Поряд з цим у тканині печінки, навпаки, спостерігали підвищення  активності сNOS (0,05<р<0,1), що в свою чергу призводило до незначного підвищення печінкового пулу  нітрит-аніонів (0,05<р<0,1).

Темпи ниркової екскреції нітрит/нітрат аніонів за даних умов експерименту дещо уповільнювались, що проявлялось в зниженні рівнів   NO2- / NO3- (0,05<р<0,1).  Відповідні дані наведено в (дод. Б, табл. 4.8).  
Аналіз стану оксидоазотної системи в умовах інгаляційного впливу субстанції антидіабетичного засобу на рівні Limас (27,9 мг/м3) у піддослідній групі тварин виявив значуще падіння активності сNOS в гемолізаті еритроцитів (рис. 4.13) та тканині печінки (p<0,05). Віддзеркаленням цього було суттєве зниження плазмених концентрацій NO2-/ NO3- (p<0,05) та падіння ренальних темпів виведення нітрит/нітрат аніонів з сечею (p<0,05). Разом з цим, у тканині печінки також реєстрували суттєве падіння кінцевих метаболітів оксиду азоту (0,05<р<0,1).
Одержані результати свідчать, що при інгаляційному надходженні досліджуваної сполуки до організму щурів змінюється ступінь виразності окремих ланок оксидазотного гомеостазу. Це в свою чергу підтверджує наявність у антидіабетичного засобу здатності до модулювання                   NO залежних ефектів, можливості запобігати розвитку оксидативного і нитрозивного стресу та впливати на прояви його антиокислювальної та антиоксидантної активності. 

Висновки до розділу 4.
1.
Субхронічне внутрішньошлункове введення субстанції антидіабетичного засобу в дозі 100 мг/кг м.т. на початкових етапах експерименту викликає різноспрямовані зсуви в системі ПОЛ та підвищення активності ферментів першої ланки системи антиоксидантного захисту (СОД гомогенату печінки та каталази сироватки крові), у середині та наприкінці строку спостереження відзначається прискорення окремих реакцій ліпопероксидації у сироватці крові та тканині печінки, а також зниження активності сNO-синтази та продукції  стабільних кінцевих метаболітів NO в плазмі крові, сечі і тканині печінки. 
2.
Лімітуючими критеріями внутрішньошлункового впливу антидіабетичного засобу є рівень ТБКАС, активність с-NOS гомогенату печінки, активність ГП гемолізату еритроцитів та концентрації NO2-/NO3- плазми крові.  
3.
За умов інгаляційного надходження сукцинаміду у системі крові відбувається активація ензимів антиперекисного захисту, що сприяє блокуванню каскадних реакцій ПОЛ, про що свідчить відсутність змін рівня проміжних і кінцевих продуктів окисної деградації жирних кислот в крові. 
4.
За умов інгаляційного надходження сполуки у тканині печінки тварин знижується антиперекисний захист (падіння активностей каталази і ГП) та компенсаторно підвищується активність ГТ, що, в свою чергу, призводить до уповільнення і стабілізації накопичення кінцевих продуктів ПОЛ. 

5.
За умов інгаляційного надходження сполуки зареєстровано пригнічуючий вплив АДЗ-ПЯК на окремі ланки метаболізму оксиду азоту. Зокрема, відзначено зниження активностей с-NOS гемолізату еритроцитів та гомогенату печінки, що призводить до падіння рівнів стабільних кінцевих метаболітів NO в плазмі крові, сечі та тканині печінки.  
6.
Лімітуючими критеріями інгаляційного впливу досліджуваної сполуки на рівні Limac і Limch слід вважати показники ПОЛ і АОЗ (активність каталази сироватки крові, концентрацію ТБКАС і ГПЛ гомогената печінки, активність ГП, ГР гемолізаті еритроцитів, ГТ гомогената печінки) та показники метаболізму оксиду азоту (активність с-NOS гемолізату еритроцитів та концентрацію NO2- у сечі).  
Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в таких публікаціях:

1. Лалименко О, Палагіна І, Кудря М, Мельниківська Н. Вплив                      β-фенілетилсукцинаміду на метаболізм оксиду азоту і стан вільнорадикальних процесів у щурів. Експериментальна і клінічна медицина. 2013; 2 (59):12‒17. (Дисертантом проведено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз даних, оформлення статті).
2.
Палагіна І, Лалименко О, Кудря М, Мельниківська Н. Вплив              2-гідроксифенілсукцинаміду на метаболізм оксиду азоту та систему антиоксидантного захисту у щурів в експериментальних умовах. Запорожский медицинский журнал. 2012;3(72):109‒112. (Дисертантом проведено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показинків, статистичний аналіз даних, оформлення статті).
3.
Кудря М, Лалыменко О, Завгородний И, Мельниковская Н,           Устенко Н, Шаламай А. Состояние про-антиоксидантного гомеостаза и метаболизма оксида азота при субхроническом воздействии производного янтарной кислоты. Український журнал з проблем медицини праці. 2016;4(49):73–81. (Дисертантом здійснено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз даних, оформлення статті). 
4.
Лалыменко О, Кудря М, Завгородний И, Устенко Н,  Мельниковская Н. Особенности изменений в системе липопероксидации и антиоксидантной защиты при интраназальном воздействии сукцинамида / Сучасні проблеми токсикології, харчової та хімічної безпеки.2016;3:26–30. (Дисертантом проведено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз даних, оформлення статті). 
5.
Кудря МЯ, Палагіна ІА, Устенко НВ, Мельниківська НВ, Лалименко ОС, Жураковська МВ, Павленко ТО, Міщенко ТО, Ліпсон ВВ, Карножицька ТМ, Горбенко НІ. Спосіб оцінки біологічної активності метаболітів антидіабетичного засобу фенсукциналу. Патент України № 79650. 2013 Квіт. 25. (Дисертанту належить аналіз літератури, робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, оформлення публікації).
6.
Лалименко О. Вплив β-фенілетилсукцинаміду – метаболіту антидіабетичного засобу Фенсукциналу на обмін оксиду азоту у щурів. Журнал національної академії медичних наук України. 2013; 19: 77. (Дисертантом проведено аналіз літератури, робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз результатів, оформлення тез). 

7.
Палагіна І, Лалименко О, Жураковська М, Павленко Т. Вплив          2-гідроксифенілсукцинаміду на метаболізм оксиду азоту у щурів. В: Черних, редактор. Матеріали XXIX Всеукр. наук. – практ. конф. «Ліки – людині. Сучасні проблеми створення, вивчення та апробації  лікарських засобів»; 2012 Бер. 15; Харків, Харків: НФаУ; 2012, с. 123. (Дисертанту належить робота з експериментальними з тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз даних, оформлення тез). 

8.
Лалименко О, Палагіна І,  Кудря М. Вплив похідного янтарної кислоти та його метаболіту на обмін оксиду азоту у щурів. В: Караченцев Ю, Казаков О, Кравчун Н, Єфіменко Т, редактори. Матеріали науково-практичної конференції Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології (Дванадцяті Данилевські читання ); 2013 Бер. 14-15; Харків. Харків: ДУ «ІПЕП»; 2016, с. 80-1. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз даних, оформлення тез).
9.
Кудря М, Лалименко О, Палагіна І. Вплив похідного бурштинової кислоти на вміст стабільних метаболітів NO та активність ферментів енергетичного обміну. В: Гоженко А, редактор. Матеріали наук.-прак. конференції Бюллетень XIIІ чтений им. В. В. Подвысоцкого; 2014 Черв. 19-20; Одеса. Одеса: Укр. НІІ медицини і транспорту; 2014, с. 146-7. (Дисертантом проведено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичний аналіз даних, оформлення тез).

10.
Палагіна І, Кудря М, Лалименко О, Мельниківська Н, Устенко Н. Оцінка безпечності похідного бурштинової кислоти фенсукциналу та його метаболітів за показниками стану ліпідного обміну та процесів ліпопероксидації. Ендокринологія. 2014;4(19):331-2. (Дисертантом проведена робота з експериментальними тваринами, статистичне опрацювання даних).

11.
Палагіна І, Лалименко О, Кудря М. Вплив сукцинвмісних сполук на активність NO-синтази та тромбоцитарно-коагуляційний гемостаз. Український біохімічний журнал. 2014;5(2):120. (Дисертантом проведена робота з  експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичне опрацювання даних ).
12.
Лалименко О. Особливості впливу сукцинатвмісної сполуки та її метаболітів на систему NO/NOS. В: Фадєєнко Г, редактор. Матеріали наук.-прак. конференції «Внесок молодих спеціалістів в розвиток медичної науки і практики»; 2014 Трав. 15; Харків. Харків: ДУ «Національний інститут терапії імені Л.Т.Малої НАМН України; 2014, с. 126-7. Дисертантом проведена робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичне опрацювання даних та оформлення тез).
13.
Лалименко О. Особливості змін в системі метаболізму оксиду азоту при інтраназальному впливі сукцинаміду з антидіабетичною активністю. В:  Котвіцька А, Лісовий В, Загайко А, Наконечна О, Брюханова Т, Горбач Т, Мартинова С, редактори. Матеріали наук.-прак. конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми експериментальної та клінічної біохімії»;  2018 Квіт. 12-13; Харків. Харків: НФаУ, 2018, с. 33. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, статистичне опрацювання результатів, оформлення тез).
РОЗДІЛ 5 

РОЗРОБКА МЕТОДИКИ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ АНТИДІАБЕТИЧНОГО ЗАСОБУ ТА ЙОГО МЕТАБОЛІТІВ 
У ПЛАЗМІ КРОВІ 

В науковій літературі обговорюються різні підходи та методи визначення тестів експозиції (концентрацій хімічних сполук) в біологічних середовищах: хроматографічні, спектрофотометричні, полярографічні, імунологічні (радіоімунні та імуноферментні). Існує перелік обов’язкових вимог щодо розробки біоаналітичних методів: селективність, чутливість, точність, експресність, можливість роботи з малим об’ємом біоматеріалу, собівартість аналізу [234].

На сьогодні в аналітичній хімії широко використовують специфічні «гібридні» методи, що поєднують в єдиному процесі кількісне визначення з одночасною ідентифікацією токсиканта. Серед них вагоме місце займають методи парофазної екстракції, газової хроматографії в комбінації з мас-спектрометрією, але найбільш розповсюдженими є методи високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) зі спектрофотометричним детектуванням, які дозволяють провести як якісний, так і кількісний аналіз сполук в біологічних пробах. Даний метод забезпечує чутливість при визначенні мінімальних концентрацій аналітів навіть у багатокомпонентній матриці, можливість ідентифікації та кількісного визначення різних за структурою хімічних сполук, використання малих об’ємів біологічної матриці та мінімізує кількість підготовчих операцій [235].  
Відомо, що не всі біосубстрати є однаково інформативними для визначення органічних і неорганічних речовин. Одними з основних вимог, які висуваються при виборі оптимального біологічного субстрату, є стабільність при зберіганні та транспортуванні, інформативність                       (можливість біосубстрату забезпечувати рівномірний розподіл токсиканта), висока діагностична/аналітична чутливість з урахуванням специфічності вмісту токсиканта та можливістю встановлення його референтних та фонових значень в біопробах. Найбільшу характеристику насичення ксенобіотиками, в тому числі ЛЗ, мають високо перфузовані тканини, де об’єм та швидкість кровотоку достатньо високі. Загальноприйнятими біосубстратами для визначення тестів/біомаркерів експозиції є кров , плазма, сироватка крові та сеча [86,93,97,98,144]. 

Слід зазначити, що концентрація токсичних сполук в крові має більш високу ступінь кореляційної залежності від абсорбованої дози токсиканта в порівнянні з іншими біологічними субстратами (сеча, волосся, грудне молоко, мокротіння та інш.) і таким чином дозволяє найбільш адекватно оцінювати дію конкретного ксенобіотика у відповідній популяції або групі. Сеча, як відомо, біологічний субстрат, що утворюється в результаті ультрафільтрації плазми крові та не містить протеїни. Цей біосубстрат дозволяє оцінити концентрацію хімічних токсикантів в період елімінації протягом доби, але не відображає максимальну концентрацію, не містить токсичних сполук, які переносяться протеїнами, не дає можливості оцінити поточний вплив ксенобіотика [22,25,26,144,236].

Впровадження тестів експозиції в практику гігієнічного регламентування ксенобіотиків в якості додаткових критеріїв спільно зі заходами санітарно-хімічного контролю виробничого середовища відкриває ряд можливостей по більш точному і якісному оцінюванню токсиколого-гігієнічної ситуації [143]. 

Біоаналітичну методику кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові методом високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) розроблено спільно з співробітниками лабораторії аналітичних та фізико-хімічних досліджень ДУ   «Інститут проблем ендокринної патології ім.  В.  Я.  Данилевського НАМН України» під керівництвом зав. лаб. к.х.н., с.н.с. Л. Є. Нікішиної. 

Враховуючи, що більшість лікарських засобів мають високу спорідненість до зв’язування з протеїнами, розробку біоаналітичних методик кільнісного визначення даної групи хімічних сполук рекомендовано проводити саме у плазмі крові, яка має складну матрицю, що суттєво відрізняється за складом у різних осіб [237]. 

Для дослідження біологічної матриці – плазми крові, проводили забір цільної крові з хвостової вени експериментальних щурів згідно з [215] у скляні центрифужні пробірки з антикоагулянтом ‒ розчином гепарину активністю 1000 МЕ, розведеного фізіологічним розчином. Гепаринізовану кров центрифугували 10 хв. при 1500 об., дозаторами змінного об’єму відбирали супернатант − плазму крові у пробірки еппендорф з відповідним маркуванням та зберігали при температурі ˗20°C.
5.1   Визначення оптимальних режимів пробопідготовки біологічного   

   субстрату для хроматографічного аналізу

Відповідні дослідження проведені на біозразках плазми крові щурів-самців, що одноразово внутрішньошлунково та інгаляційно отримували субстанцію антидіабетичного засобу. Біосубстрат інтактних тварин використовували для приготування калібрувальних розчинів. 
Пробопідготовка плазми крові для хроматографічного аналізу полягала у тому, що нерозведені аліквоти плазми крові по 100 мкл поміщали у відповідні по маркуванню круглодонні пластикові пробірки та проводили термоденатурацію біозразків на водяній бані при температурі +70°C протягом 5 хв. Після охолодження проб в усі пробірки додавали по 150 мкл 0,1 % водного розчину мурашиної кислоти та по 10 мкл 0,1 М натрій-цитратного буферного розчину (рН 5,0). Пробірки закривали кришками та перемішували їх вміст на механічному струшувачі 2 хв. 
Відомо, що ЛЗ в організмі піддаються біотрансформації, яка спрямована на підвищення гідрофільності молекул ЛЗ та прискорення швидкості елімінації їх з організму. Найчастіше в результаті серії реакцій метаболічного перетворення утворюються більш полярні, реакційноспроможні молекули, тобто активні метаболіти [236]. 

В процесі послідовних реакцій ІІ фази біотрансформації ЛЗ піддаються реакціям глюкуронування, ацетилювання, кон'югації з глутатионом, метилювання, сульфатування, водній кон'югації. Утворені при цьому модифіковані молекулярні форми ЛЗ або їх активних метаболітів циркулюють у системному кровотоці, решта виводиться з організму. Тому для точного встановлення поглиненої дози сполуки при розробці біоаналітичних методик кількісного визначення концентрацій ЛЗ та їх метаболітів в біологічних субстратах необхідно провести комплекс допоміжних процедур, направлених на розрив зв’язків між молекулами ЛЗ або їх активних метаболітів з хімічними угрупуваннями молекул ендогенних сполук [237].  

Для проведення ферментативної декон'югації в усі пробірки з біозразками плазми крові додавали по 5 мкл розчину ферменту Sulfatase from Helix pomatia type H-1 sulfatase ( 10000 units/g.sold., пробірки закривали кришками та перемішували їх вміст на механічному струшувачі 1 хв. Після цього проводили термостатування проб при температурі +37°C протягом 1 години. Осадження протеїнів проводили розчином ацетонітрілу у кислому середовищі, для реалізації якого після закінчення терміну інкубації, в усі пробірки додавали по 20 мкл розчину аскорбінової кислоти (50 мг/л) в 0,1 % розчині мурашиної кислоти з 20 % розчином ацетонітрилу та по 500 мкл осаджуючого розчину, який містить внутрішній стандарт ніпагін (метиловий ефір парагідроксибензойної кислоти). Пробірки закривали кришками та струшували їх вміст на механічному струшувачі 3 хв. Далі проводили центрифугування проб при 20000 об./хв. протягом 10 хв. Відбирали по 700 мкл супернатанту кожної проби у відповідні по маркіровці пробірки еппендорф та додавали по 1 мл суміші ацетонітрил – метанол – буферний розчин у співвідношенні (1:1:2), перемішували їх вміст, фільтрували крізь мембранний фільтр із розміром пор 0,45 мкм, переносили у мікровіали для хроматографування.  
Таким чином, основними етапами пробопідготовки біологічного субстрату для хроматографічного аналізу є ‒ термоденатурація аліквот плазми крові на водяній бані протягом 5 хвилин при + 70 C, ферментативна декон'югація біозразків протягом години при + 37 °C та осадження протеїнів плазми крові розчином ацетонітрилу у кислому середовищі з наступним хроматографуванням проб, їх ідентифікацією та кількісним визначенням досліджуваних сполук.
5.2 Встановлення оптимальних умов проведення  хроматографічного   

аналізу
Хроматографічний аналіз біозразків проводили на рідинному хроматографі Agilent 1260 зі спектрофотометричним детектором (Agilent Technologies, США), автосамплером, колонкою сталевою розміром  250 × 4,0 мм   Nucleosil 100-5 C18 та термостатом колонок. Обробку даних проводили за допомогою програмного забезпечення ChemStation (ver. B.04.03) (Agilent Technologies, США).
Проби хроматографували триразово шляхом внесення у хроматограф по 20 мкл випробуваного розчину або розчину для градуювання. В якості рухомої фази використовували розчин ацетонітрил – метанол – буферний розчин у співвідношенні (5:28:67), за необхідністю, регулювали вміст органічної частини рухомої фази або співвідношення складових органічної частини рухомої фази. Для аналізу використовували ізократичне  елюїрування, швидкість потоку рухомої фази складала 1,0 мл/хв. 

Відомо, що підвищення температури у термостаті колонок хроматографу окрім зниження тиску у системі, дозволяє досягти підвищення ефективності розділення аналітів. Тому найчастіше температура у термостаті  хроматографічних колонок при проведенні ВЕРХ розподілу вище кімнатної та складає 40-500С, що в свою чергу сприяє зниженню тиску у системі до більш низьких значень [235].  
Хроматографічний аналіз біозразків плазми крові здійснено при температурі термостату хроматографічних колонок +40оС, детектування проведено при довжині хвилі 210 нм. Однією з умов придатності хроматографічної системи є значення коефіцієнту розділення піків метаболіту β-фенілетилсукцинаміду та внутрішнього стандарту                       не менше − 1,5,  ефективності хроматографічної колонки, розрахованої за піком кожної домішки не менше 1000 т.т.
Ідентифікацію піків антидіабетичного засобу та його метаболітів проводили за допомогою інформаційної таблиці 5.1 та інформаційної хроматограми (рис. 5.1).
Таблиця 5.1 
Інформаційна таблиця  ідентифікації піків

	Речовина
	Час утримування, хв.
	Відносний час утримування, хв.

	2 - гідроксифенілсукцинамід
	3,574
	0,475

	β-фенілетилсукцинамід
	6,387
	0,850

	Внутрішній стандарт (метиловий ефір парагідрок-сибензойної кислоти)
	7,518
	1


	Антидіабетичний засіб
	21,252
	2,827
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Рис. 5.1. Інформаційна хроматограма для ідентифікації піків
Для розрахунку концентрацій антидіабетичного засобу та його метаболітів ( 2 - ГФСА, β-ФЕСА) в біозразках плазми крові використовували  метод внутрішнього стандарту, яким обрано ніпагін. 

Приготування розчину внутрішнього стандарту здійснювали шляхом розчинення точної наважки ніпагіну 5 мг у 25 мл розчину ацетонітріл-вода у співвідношенні 50:50 та одержання розчину з концентрацією внутрішнього стандарту 0,2 мг /мл.  Надалі 1 мл розчину ніпагіну концентрацією 0,2 мг/мл розчиняли у 25 мл розчину ацетонітріл-вода у співвідношенні 50:50, отримуючи робочий розчин з концентрацією ніпагіну 0,008 мг/мл. 

Вихідний розчин антидіабетичного засобу концентрацією 5 мг/мл готували шляхом розчинення точної наважки 50 мг субстанції антидіабетичного засобу в 10 мл розчину бутілгідрокситолуолу (200 мг/л) в ацетонітрілі. Вихідні розчини метаболітів 2-гідроксифенілсуцинаміду та          β -фенілетилсукцинаміду з концентраціями 3 мг/мл готували шляхом розчинення точних наважок 30 мг сполук в 10 мл бутілгідрокситолуолу (200 мг/л) в ацетонітрілі. 

Стандартні розчини антидіабетичного засобу з концентраціями             0,2,    0,275,    0,35, 0,425    та   0,5 мкг/мкл, 2 - гідроксифенілсуцинаміду з концентраціями 0,03,       0,105,      0,150,        0,225,       0,3   мкг/мкл та                                   β - фенілетилсукцинаміду з концентраціями 0,075,     0,135,     0,195,     0,255 та 0,3  мкг/мкл готували послідовним розчиненням відповідних об'ємів розведень вихідних розчинів сполук у 10 мл 1 %     розчину мурашиної кислоти в ацетонітрілі. 

Для приготування градуювальних розчинів використовували плазму крові інтактних щурів-самців. Градуювальні зразки готували шляхом додавання до 100 мкл плазми крові (пробопідготовка здійснена за основною методикою виконання ) відповідних об'ємів розведень стандартних розчинів антидіабетичного засобу та його метаболітів та по 500 мкл внутрішнього стандарту ніпагіну, об'єм доводили до 10 мл розчином ацетонітріл/вода для хроматографії  у співвідношенні (50:50). 

Для п'яти градуювальних розчинів антидіабетичного засобу та його метаболітів розраховували параметри лінійної залежності відношення площі піка цих речовин до площі піка внутрішнього стандарту «К» в залежності від концентрації сполук у градуювальному розчині «С» у нг/мкл, що  використовували для розрахунку концентрацій досліджуваних сполук у випробуваних зразках (рис.5.2-5.4). 
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Рис. 5.2. Залежність площі піку антидіабетичного засобу до площі піка внутрішнього стандарту в залежності від концентрації АДЗ-ПЯК у градуювальному розчині 
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Рис. 5.3. Залежність площі піку 2-гідроксифенілсукцинаміду до площі піка внутрішнього стандарту в залежності від концентрації 2-ГФСА у градуювальному розчині
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Рис. 5.4. Залежність площі піку β-фенілетилсукцинаміду до площі піка внутрішнього стандарту в залежності від концентрації β-ФЕСА у градуювальному розчині 
5.3 Валідаційна оцінка біоаналітичної методики кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у біологічному субстраті
Валідацію біоаналітичної методики кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові здійснено згідно з методичними рекомендаціями [218]. 
Завданням валідаційного оцінювання біоаналітичних методик є демонстрація їх надійності при визначенні аналіту (хімічної сполуки, лікарського засобу або його метаболітів тощо) у будь-якому біологічному субстраті. Основними валідаційними характеристиками біоаналітичної методики є селективність, нижня межа кількісного виявлення, функція відгуку та калібрувальний діапазон, правильність, прецизійність, матричний ефект, стабільність аналіту в біологічній матриці, стабільність аналіту /внутрішнього стандарту у вихідних, стандартних та градуювальних розчинах протягом всього періоду зберігання та під час обробки [234]. 

Аналітичний метод повинен бути придатний до диференційованої (селективної) оцінки конкретного аналіту (-ів) в присутності внутрішнього стандарту, ендогенних компонентів біологічної матриці або інших компонентів в біозразку. Оцінку селективності проводять з використанням біосубстратів, як мінімум, від шести індивідуальних джерел (зразок «бланк матриці»), які індивідуально аналізують і оцінюють на інтерференцію. Як правило, прийнятним є відсутність интерферуючих піків або незначна інтерференція, коли відгук сигналу интерферуючого піку становить не більше 20% від нижньої межі кількісного визначення для аналіту і 5% для внутрішнього стандарту. Нижня межа кількісного визначення є найнижчою концентрацією аналіту у біозразку, яку можна надійно кількісно визначити з прийнятною правильністю і прецизійністю [235].
Відгук інструменту/приладу щодо концентрації аналіту повинен бути відомий і повинен оцінюватися в певному діапазоні концентрацій. Цей діапазон повинен охоплювати діапазон калібрувальної кривої, що визначається найнижчою концентрацією калібрувального стандарту, і концентрацією верхньої межі кількісного визначення [218].
Правильність біоаналітичної методики підтверджується наявністю встановленої близькості значень, отриманих за даною методикою, до номінальних концентрацій аналіту (-ів). Концентрації аналіту в зразках контролю якості встановлюють за калібрувальною кривою, а отримані концентрації порівнюють з номінальними значеннями.
Прецизійність аналітичного методу виявляє міру близькості значень повторних індивідуальних вимірювань аналіту.

Обрані умови хроматографування забезпечують селективність методики. Правильність методики гарантована використанням зразків контролю якості (QC), які хроматографували паралельно із досліджуваними пробами. Відхилення знайдених концентрацій для зразків QC від номінальних значень знаходились в межах 15 %. 

Внутрішньосерійна прецизійність не перевищувала для концентрації  антидіабетичного засобу – 6 %, для 2-ГФСА−10 %,  для β-ФЕСА −5 %.
Калібрувальні розчини готували з використанням бланкової плазми, їх піддавали всім етапам пробопідготовки дослідних проб. Інтервали концентрацій досліджуваних речовин в калібрувальних розчинах відповідали таким значенням концентрацій в плазмі крові: для антидіабетичного засобу 1–130 нг/мкл; для 2-ГФСА 1 – 40 нг/мкл , для β-ФЕСА 2 – 130 нг/мкл.
Висновки до розділу 6 

1.
Розроблена біоаналітична, селективна методика кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові методом високоефективної рідинної хроматографії зі спектрофотометричним детектуванням. 

Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в таких публікаціях:

1.
Лалименко О, Кравченко С, Нікішина Л, Кудря М. Розробка методики кількісного визначення фенсукциналу та його метаболітів у плазмі крові методом високоефективної рідинної хроматографії. В: Караченцев Ю, Казаков О, Кравчун Н, Єфіменко Т, редактори. Матеріали науково-практичної конференції Досягнення та перспективи експериментальної і клінічної ендокринології (П’ятнадцяті Данилевські читання); 2016 Бер. 10-11; Харків. Харків: ДУ «ІПЕП»; 2016, с. 66-7. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, пробопідготовка плазми крові, статистичне опрацювання даних, оформлення публікації). 
2.
Кудря МЯ, Лалименко ОС, Нікішина ЛЄ, Кравченко СВ, Караченцев ЮІ, Шаламай АС. винахідники; ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В. Я. Данилевського НАМН України». Спосіб кількісного визначення вмісту антидіабетичного засобу фенсукциналу та його метаболітів в плазмі крові. Патент України № 111489. 2016 Лист.10. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, пробопідготовка плазми крові, статистичне опрацювання результатів, оформлення публікації).
РОЗДІЛ 6
ОБҐРУНТУВАННЯ БІОЛОГІЧНОГО БЕЗПЕЧНОГО РІВНЯ ВПЛИВУ АНТИДІАБЕТИЧНОГО ЗАСОБУ – ПОХІДНОГО ЯНТАРНОЇ КИСЛОТИ З УРАХУВАННЯМ ТЕСТІВ ЕКСПОЗИЦІЇ ТА БІОМАРКЕРІВ ЕФЕКТУ
6.1 Обґрунтування тестів експозиції за умов субхронічного внутрішньошлункового та інгаляційного надходження
Обґрунтування тестів експозиції здійснено із застосуванням методів математичного моделювання згідно з принципами методології оцінки ризиків [74]. На підставі аналізу даних хроматографічного визначення концентрації досліджуваних сполук у плазмі крові за умов внутрішньошлункового та інгаляційного надходження в залежності від рівнів екзогенного впливу субстанції антидіабетичного засобу було побудовано адекватні логістичні моделі, виявлені та оцінені параметри залежності «екзогенна доза             антидіабетичного засобу ‒ концентрація АДЗ-ПЯК/метаболітів у плазмі крові». 
Математична модель, що описує дані залежності представляє собою рівняння  лінійної  регресії  виду:
a)
y = 5,9153·х – 109,4                                        (6.1)
де y–концентрація АДЗ-ПЯК в плазмі крові нг/мкл; 
х– екзогена кількість субстанції АДЗ-ПЯК, мг. 
б)
y1 = 5,6587·х – 109,62                                     (6.2)
де y1 – концентрація   2-ГФСА в плазмі крові нг/мкл; 
в)
y2 = 10,808·х – 225,59                                     (6.3)

де y2 – концентрація β-ФЕСА в плазмі крові нг/мкл; 
Графіки залежностей між внутрішньошлунковою дозою субстанції АДЗ-ПЯК та вмістом сполук в плазмі крові представлено на рис. 6.1-6.3
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Рис. 6.1. Залежність між внутрішньошлунковою дозою субстанції АДЗ-ПЯК та його концентрацією в плазмі крові (r=0,87, F= 14,2, р≤ 0,0000)
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Рис. 6.2. Залежність між внутрішньошлунковою дозою субстанції АДЗ-ПЯК та концентрацією 2-ГФСА в плазмі крові (r=0,74, F= 7,3, р≤ 0,0001)
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Рис. 6.3. Залежність між внутрішньошлунковою дозою субстанції АДЗ-ПЯК та концентрацією β-ФЕСА  в плазмі крові (r=0,85, F= 15,5,  р≤0,00002)

Рівняння лінійної регрессії, що отримані при аналізі даних за умов інгаляційного впливу сполуки мають наступний вигляд: 
а)
y = 0,03·х + 9,2                                                (6.4)

де y – концентрація АДЗ-ПЯК в плазмі крові нг/мкл, 
    х–екзогена кількість субстанції АДЗ-ПЯК, мкг.
б)
y1 = 0,007·х + 3,7                                             (6.5)

де y1 – концентрація  2-ГФСА в плазмі крові нг/мкл, 
в)
 y2 =0,04·х + 2,8                                               (6.6)

де y2 – концентрація β-ФЕСА в плазмі крові нг/мкл.  
Графіки залежностей між рівнем інгаляційного впливу субстанції АДЗ-ПЯК та вмістом сполук в плазмі крові представлено на рис. 6.4-6.6
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Рис. 6.4. Залежність між рівнем інгаляційного впливу субстанції АДЗ-ПЯК та його концентрацією в плазмі крові  (r=0,89; F= 20,5; р≤ 0,0002) 
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Рис. 6.5. Залежність між рівнем інгаляційного впливу субстанції АДЗ-ПЯК та концентрацією 2-ГФСА в плазмі крові (r=0,70; F= 25,4; р≤ 0,001)
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Рис. 6.6. Залежність між рівнем інгаляційного впливу субстанції АДЗ-ПЯК та концентрацією β-ФЕСА  в плазмі крові (r=0,80; F= 14,9; р≤0,0001)
Отже, на підставі отриманих адекватних математичних моделей залежностей із статистично значущими звя'зками між екзогенною дозою антидіабетичного засобу та концентраціями АДЗ-ПЯК/метаболітів у плазмі крові незалежно від шляхів введення досліджуваної сполуки визначено тести експозиції антидіабетичного засобу ‒ концентрації АДЗ-ПЯК та його метаболітів 2-ГФСА і β-ФЕСА в плазмі крові. 
6.2 Обґрунтування біомаркерів ефекту за умов субхронічного внутрішньошлункового та інгаляційного надходження
Обґрунтування біомаркерів ефекту здійснено із застосуванням методів математичного моделювання. Проведено встановлення причинно-наслідкових зв'язків та оцінювання параметрів залежності ймовірності відхиленнь значень біохімічних показників у піддослідній групі тварин в порівнянні з контролем від концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів у плазмі крові  (біомаркер/тест експозиції − біомаркер ефекту) шляхом побудови логістичної регресійної моделі [233, 241]. 
В якості залежних змінних були прийняті ймовірність відхилення значень біохімічних показників піддослідної групи тварин відносно контрольних значень, а в якості незалежних змінних – концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів в плазмі крові. 
Визначення параметрів математичної моделі (b0, b1) здійснювали методом найменших квадратів із застосуванням пакету програм статистичного аналізу даних Statistica 10 [220]. Оцінку адекватності отриманої математичної моделі здійснювали на підставі однофакторного дисперсійного аналізу із застосуванням критерію Фішера. При побудові математичної моделі проводили визначення 95%-вих довірчих інтервалів меж точечних оцінок допустимих концентрацій АДЗ-ПЯК/метаболітів у плазмі крові. При цьому в якості допустимої концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів приймали значення нижньої 95%-вої довірчої межі.  
Згідно побудованих моделей розраховували ймовірність відхилення біомаркеру ефекту від контрольних значень при впливі маркеру експозиції (концентрації в плазмі крові АДЗ-ПЯК/метаболітів). 
Визначено лімітуючі показники внутрішньошлункового впливу антидіабетичного засобу, якими є зміни рівнів ТБКАС крові і гомогенату печінки, ГПЛ сироватки крові та гомогенату печінки, активності каталази сироватки крові, СОД та c-NOS гомогенату печінки, ГП і ГР гемолізату еритроцитів, рівнів NO2- / NO3- плазми крові, сечі та гомогенату печінки (р<0,05) відносно рівнів контрольних тварин (дод. В, табл. 6.1). 

На підставі результатів математичного моделювання та оцінювання параметрів моделей залежності ймовірності змін біохімічних показників від концентрації вільного АДЗ-ПЯК встановлено статистично значущий зв'язок (р<0,05) вмісту АДЗ-ПЯК у плазмі крові (тест експозиції) з підвищенням рівня ГПЛ сироватки крові та активності ГР гемолізату еритроцитів, зниження рівнів NO2- плазми крові, гомогенату печінки та активності ГП гемолізату еритроцитів, c-NOS гомогенату печінки (біомаркери ефекту).
Аналіз результатів математичного моделювання залежності змін біохімічних показників від концентрацій метаболітів 2-ГФСА та β-ФЕСА в плазмі крові (тест експозиції) показав наявність статистично значущого зв'язку (р<0,05) вмісту 2-ГФСА зі зниженням активності СОД гомогенату печінки (дод. В, табл. 6.2) ; вмісту β-ФЕСА з підвищенням рівня ГПЛ та активності каталази сироватки крові і зниженням рівня NO3- плазми крові (дод.В, таб. 6.3).  
В умовах інгаляційного надходження антидіабетичного засобу в піддослідній групі тварин встановлено статистично значущі (р<0,05) зміни рівнів ДК сироватки крові, ТБКАС та ГПЛ гомогенату печінки, активності каталази сироватки крові, ГП, ГР та c-NOS гемолізату еритроцитів,                Г-S-трансферази та c-NOS гомогенату печінки та рівнів NO2-/NO3- плазми крові, сечі та гомогенату печінки відносно рівнів контрольної групи тварин . 
Проведена розробка математичних моделей залежності ймовірності відхилення зазначених біохімічних показників у піддослідних тварин в порівнянні з контролем від концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів у плазмі крові з оцінюванням адекватності моделей та її параметрів і визначенням 95%-вих довірчих інтервалів меж точечних оцінок допустимих концентрацій. 
Оцінювання результатів математичного моделювання залежності змін біохімічних показників від концентрації антидіабетичного засобу у плазмі крові (тест експозиції) виявило вірогідний зв'язок (р<0,05) із зниженням: рівнів NO2- сечі та плазми крові, активності каталази та ГП гомогенату печінки, активності c-NOS та ГР гемолізату еритроцитів та підвищеням рівня ГПЛ гомогенату печінки (біомаркери ефекту) (дод.В, табл. 6.4). 

При аналізі результатів математичної моделі залежності змін біохімічних показників від концентрації 2-ГФСА в плазмі крові (тест експозиції) встановлено статистично значущий зв'язок  (р<0,05) зі зниженням активності ГП гомогенату печінки ‒ біомаркери ефекту (дод.В, табл.6.5 ) .  

При оцінюванні результатів математичного моделювання залежності змін біохімічних показників від концентрації β-ФЕСА в плазмі крові (біомаркер експозиції) встановлено статистично значущий зв'язок (р<0,05) зі зниженням рівня NO2- плазми крові, активності c-NOS гемолізату еритроцитів, активності каталази та ГП гомогенату печінки; підвищенням активності ГТ гомогенату печінки – біомаркери ефекту (дод. В, табл.6.6). 
Узагальнюючи отримані результати можна зазначити, що за умов внутрішньошлункового надходження досліджуваної сполуки виявлені адекватні статистично значущі моделі залежності змін рівнів ГПЛ сироватки крові, NO2-плазми крові та тканини печінки, активності каталази сироватки крові, ГР та ГП гемолізату еритроцитів, активності СОД та c-NOS гомогенату печінки від концентрацій АДЗ-ПЯК/метаболітів в плазмі крові. Слід зазначити, що нижньою межею концентрації АДЗ-ПЯК у плазмі крові, на рівні якої було зареєстровано відхилення деяких вищеозначених біохімічних показників, є значення – 14,9 нг/мкл, при якому зафіксовано підвищення рівнів ГПЛ сироватки крові, зниження рівня NO2-плазми крові та активності ГП гемолізату еритроцитів, які і обґрунтовано в якості біомаркерів ефекту внутрішньошлункової дії АДЗ-ПЯК. 

За умов інгаляційного надходження антидіабетичного засобу виявлені залежності змін рівнів NO2-/NO3- сечі та NO2- плазми, активності каталази,  ГП, c-NOS, ГТ гомогенату печінки від концентрацій АДЗ-ПЯК/метаболітів.

Враховуючи встановлені критеріально значущі зв'язки між вмістом антидіабетичного засобу в плазмі крові та змінами активності каталази, ГП, c-NOS гемолізату еритроцитів, рівня ГПЛ гомогенату печінки, NO2- сечі вони можуть розглядатись в якості біомаркерів ефекту інгаляційної дії АДЗ-ПЯК. Зазначені біомаркери ефекту за обох шляхів введення досліджуваної сполуки слід враховувати при встановленні величини біологічного безпечного рівня впливу антидіабетичного засобу в плазмі крові. 

6.3 Обґрунтування величини біологічного безпечного рівня впливу антидіабетичного засобу у плазмі крові 

Для визначення біологічного безпечного рівня впливу – ББРВ використовується принцип «лімітуючого показника», тобто із низки допустимих концентрацій для кожного маркеру ефекту встановлюється найменша, яка приймається в якості біологічного безпечного рівня впливу хімічної сполуки в плазмі/сироватці  крові  в умовах субхронічної дії [108]. 

Із отриманої низки допустимих концентрацій антидіабетичного засобу у плазмі крові за умов внутрішньошлункового введення для кожного біомаркеру ефекту найменшою концентрацією (по нижній 95%-вій довірчій межі ) є 14,9 нг/мкл (лімітуючі показники: зміни рівнів ГПЛ сироватки крові та NO2- плазми крові, активності ГП гемолізату еритроцитів). Для метаболітів АДЗ-ПЯК у плазмі крові за даних умов введення найменша концентрація  становить 15,4 нг/мкл у випадку 2-ГФСА (лімітуючий показник − активність СОД гомогенату печінки) та 12,8 нг/мкл для β-ФЕСА (лімітуючі показники :  рівні ГПЛ сироватки крові та NO3- плазми крові). 

Серед низки допустимих концентрацій антидіабетичного засобу у плазмі крові за умов інгаляційного надходження для кожного біомаркеру ефекту найменшу концентрацію (по нижній 95%-вій довірчій межі) встановлено на рівні 11,6 нг/мкл (лімітуючі показники: зміни активності ГП та каталази гомогенату печінки, c-NOS гемолізату еритроцитів, рівень NO2- сечі та ГПЛ гомогенату печінки). Стосовно метаболітів АДЗ-ПЯК для кожного біомаркеру ефекту найменша концентрація дорівнює 3,6 нг/мкл для 2-ГФСА (лімітуючі показники активність ГП гомогенату печінки) та 5,1 нг/мкл для β-ФЕСА (лімітуючі показники зміни активності ГП та каталази гомогенату печінки, c-NOS гемолізату еритроцитів, рівень NO2- плазми). 

З наведених вище даних видно, що найнижчими концентраціями антидіабетичного засобу (тест експозиції) у плазмі крові з урахуванням обох шляхів надходження є 14,9 нг/мкл та 11,6 нг/мкл, що дає підстави використовувати їх при розрахунку величини біологічного безпечного рівня впливу. Найменшою концентрацією антидіабетичного засобу в плазмі крові (за нижчою 95%-вою межею) є значення 11,6 нг/мкл. Лімітуючі показники: активність ГП та каталази гомогенату печінки, c-NOS гемолізату еритроцитів, рівень ГПЛ гомогенату печінки та  NO2- сечі, які можна вважати біомаркерами ефекту антидіабетичного засобу. 
Узагальнюючі дані проведення токсикологічних досліджень щодо встановлення ББРВ у плазмі крові наведено у схемі-дизайні (Дод. Д).
Тому в якості біологічного безпечного рівня впливу антидіабетичного засобу в плазмі крові можна рекомендувати величину 11,0 нг/мкл.
Виробництво антидіабетичного лікарського засобу – похідного янтарної кислоти під торговою назвою Фенсукцинал у вигляді пігулок та порошків буде здійснюватися на ПАТ «Фармхім», м. Шостка. 

Технологічний процес виготовлення препарату багатостадійний та складається з наступних операцій: 

І стадія – синтез субстанції антидіабетичного засобу включає: 

-ацилювання 2-амінофенолу, β-фенілетиламіну з янтарним ангідридом;

Цей процес відбувається у киплячому мета-ксилолі без виділення проміжної сукцинанілової кислоти з подальшим утворнням                              2-гідроксифеніламіну янтарної кислоти, що видно з наведеної реакції: 
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-кристалізація реакційної суміші;

-фуговка та промивка технічного порошку субстанції; 

- висушування кристалів сполуки.

ІІ стадія – перша перекристалізація технічного порошку субстанції 

антидіабетичного засобу:

-розчинення та фільтрація речовини;

-кристалізація технічного порошку субстанції АДЗ-ПЯК;

-фуговка та промивка субстанції АДЗ-ПЯК;

-висушування кристалів субстанції АДЗ-ПЯК.

ІІІ стадія – друга перекристалізація субстанції антидіабетичного засобу 

включає аналогічні операції ІІ стадії. 

Кінцевий продукт – технічний порошок антидіабетичного засобу очищують шляхом багаторазової перекристалізації з 2-пропанолу, після чого отримують субстанцію антидіабетичного засобу. 
Річний випуск антидіабетичного засобу складатиме близько 500 кг. Безпосередньо у даному виробництві буде зайнято близько 10-14 працівників. Процес синтезу субстанції та виготовлення готової лікарської форми АДЗ-ПЯК відбуватиметься у дві зміни. Крім працівників основних професій (апаратчик-гранулювання та змішування, машиніст-таблетувальник, вантажники, пакувальники, фасувальники, комплектовщик, контролер) у даному технологічному процесі будуть задіяні хімік-технолог, хімік-аналітик, лаборанти хімічного аналізу, слюсарі, електромонтери, прибиральниці. 
На деяких технологічних стадіях (зважування, завантаження, змішування субстанції з допоміжними інгредієнтами пігулкової маси, вологе гранулювання, сушка грануляту, просіювання та опудрювання грануляту з наступним пресуванням у пігулки) застосовуються ручні операції, що у гігієнічному відношені є недосконалим. На кожних з вищеозначених етапів виготовлення лікарського засобу існує ймовірність забруднення повітря виробничих приміщень аерозолем антидіабетичного засобу та окремих компонентів допоміжних речовин. Втім зазначені лінії виробництва оснащено установками припливно-витяжної вентиляції, передбачено використання засобів індивідуального захисту (спецодяг, гумові рукавички, респіратори типу Р-2, ШБ-1 «Пелюсток» ). 
Мікрокліматичні умови на виробничих ділянках зазначеного лікарського засобу відповідають вимогам діючих санітарних норм та правил, тому даний фактор не буде чинити додаткового впливу на організм працюючих. 
Висновки до розділу 6 
1.
Встановлено, що концентрація досліджуваної сполуки та її метаболітів (2-ГФСА и β-ФЕСА) у плазмі крові є тестами експозиції за умов субхронічного внутрішньошлункового та інгаляційного надходження антидіабетичного засобу. 
2.
Біомаркерами ефекту в умовах внутрышньошлункового надходження антидіабетичного засобу є підвищення рівня ГПЛ сироватки крові, зниження рівнів NO2- плазми крові, ГП гемолізату еритроцитів. 
3.
Біомаркерами ефекту інгаляційної дії даної сполуки є підвищення рівня ГПЛ гомогенату печінки, зниження рівня NO2- сечі, активності каталази гомогенату печінки, c-NOS та ГП гемолізату еритроцитів, які необхідно враховувати як додаткові критерії при гігієнічному регламентуванні даного антидіабетичного засобу у повітрі робочої зони для підвищення точності оцінки ризику впливу досліджуваної сполуки на організм працюючих. 
4.
Встановлено абсолютну величину біологічного безпечного рівня впливу антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти в плазмі крові на рівні 11 нг/мкл.
Результати експериментальних досліджень даного розділу наведено в таких публікаціях:

1. Лалыменко О. Использование подходов биологического мониторинга при гигиеническом регламентировании ксенобиотиков. Український журнал з проблем медицини праці. 2017;1(50):51–58. (Дисертантом проведено аналіз літератури, роботу з експериментальними тваринами, статистичне опрацювання  результатів, оформлення публікації).
2. Лалименко О. Визначення біомаркерів ефекту антидіабетичного засобу похідного янтарної кислоти. В: Корда М, редактор. Матеріали XXII міжнародного медичного конгресу студентів та молодих вчених; 2018 Квіт. 23-25; Тернопіль. Тернопіль: Укрмедкнига, 2018, с. 238 (Дисертанту належить проведення експериментальних робіт, дослідження біохімічних показників, статистичне опрацювання результатів, оформлення тез).
3. Лалименко О, Кудря М, Завгородній І. Спосіб встановлення біологічної граничної допустимої концентрації сукцинатвмісного антидіабетичного засобу. Укрмедпатентінформ. Інформаційний лист про нововведення в сфері охорони здоров’я № 40. 2018 р. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, аналіз, узагальнення та статистичне опрацювання даних, оформлення публікації).
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Пріоритетним напрямком сучасної профілактичної медицини є попередження розвитку захворювань, асоційованих з негативним впливом небезпечних чинників виробничого середовища та довкілля [1, 3, 6, 10]. 
Ситуація економічної нестабільності та погіршення санітарно-епідеміологічного нагляду за умовами праці в Україні створює передумови зниження рівня промислової безпеки , в тому числі в фармацевтичній галузі. 

Нині в умовах динамічного розвитку вітчизняної хіміко-фармацевтичної промисловості особливу актуальність набувають питання впровадження комплексних наукових підходів щодо токсиколого-гігієнічної оцінки безпечності виробництва лікарських засобів зі застосуванням більш об’єктивних підходів контролю виробничого впливу шкідливих речовин на організм працюючих. В цьому аспекті набуває поширеності методологія біологічного моніторингу – «Human biomonitoring», як пріоритетного напрямку профілактичної медицини щодо індивідуалізації раннього виявлення професійних інтоксикацій/захворювань для підвищення надійності захисту здоров’я працюючих . 

В даній роботі у відповідності з визначеною метою та поставленими завданнями проведені дослідження щодо встановлення залежності між екзогенним рівнем впливу лікарського засобу за різних шляхів та тривалості надходження і концентрацією сполуки/або її метаболітів в біологічних субстратах. Здійснено гігієнічне оцінювання біологічних ефектів та виявлення критеріально значущих показників несприятливого впливу антидіабетичного засобу на організм для гігієнічного регламентування даної сполуки в біологічному субстраті.  

В процесі аналізу літературних даних встановлено, що науково-методичні підходи щодо проведення біологічного моніторингу натепер реалізуються в Європі, США та Росії у епідеміологічних дослідженнях по відношенню до найбільш розповсюджених забруднювачів довкілля, а саме важких металів, пестицидів, фталатів та парабенів [8,9,11,13,14,17]. В Україні подібні дослідження не проводились. Незважаючи на достатню кількість опублікованих робіт з проведення токсиколого-гігієнічної експертизи та дослідження безпечності лікарських засобів, дослідження щодо розробки підходів та принципів по використанню методології біологічного моніторингу (БМ) із встановленням величини гігієнічного нормативу для лікарських засобів взагалі не проводились.

Відкритими залишаються питання розробки загальних принципів щодо визначення біомаркерів при оцінюванні впливу ЛЗ на організм працюючих. Не з'ясованим залишається питання алгоритму проведення БМ при випереджаючому нормуванні ксенобіотиків в біологічних субстратах. 

Незважаючи на достатній обсяг накопиченого матеріалу, роботи по виявленню кореляційних зв'язків між рівнем, тривалістю впливу ЛЗ на організм та кількісним вмістом ЛЗ або його метаболітів в біологічному субстраті і ступенем порушень окремих біохімічних, фізіологічних, інтегральних показників практично не проводились.
Враховуючи вищевикладене, можна зазначити, що до цього часу в Україні не проводились дослідження по встановленню біологічного безпечного рівня впливу ЛЗ у біологічних субстратах на підставі експериментально встановлених, науково обґрунтованих пріоритетних критеріїв несприятливого впливу ЛЗ на організм. 
У звязку з цим, необхідність планування та виконання даної дисертаційної роботи обґрунтовано як з наукової, так і з практичною доцільністю. Кінцевим результатом даного дослідження є обґрунтування тестів експозиції та біомаркерів ефекту похідного янтарної кислоти з антидіабетичною активністю, які можуть бути використані при здійсненні БМ та гігієнічному нормуванні інших лікарських засобів ‒ похідних янтарної кислоти в біологічних субстратах  працюючого контингенту.
Для встановлення та обґрунтування тестів експозиції АДЗ-ПЯК на початковому етапі дослідження проведено встановлення особливостей токсикокінетики АДЗ-ПЯК за умов одноразового внутрішньошлункового та інгаляційного впливу. Дослідження особливостей токсикокінетики конкретного ксенобіотика сприяє більш точному аналізу швидкості та інтенсивності процесів всмоктування, закономірностей розподілу по органах і тканинах, спрямованості та кількісної оцінки процесів біотрансформації, шляхів та швидкості елімінації екзогенної хімічної сполуки із організму в конкретний часовий інтервал, що представляє безперечний інтерес для профілактичної токсикології [118, 123, 130].
Принципове значення для розуміння характеру кінетики розподілу ксенобиотика, особливо при визначенні тестів експозиції, набуває вибір кінетичної моделі. Це в свою чергу дозволяє отримати більш повну характеристику швидкості парціальних процесів, дані про кількісний вміст речовини або деяких його метаболітів в часі, а також оцінити варіабельність токсикокінетичних профілів в залежності від різних за природою впливів та тривалості дії ксенобіотиків на організм [ 236, 238, 239]. 

Крім того слід враховувати, що ксенобіотики, в тому числі лікарські засоби, в організмі піддаються біотрансформації з утворенням реакційноздатних сполук (метаболітів), які, як правило, швидко елімінуються з організму. Метаболіти можуть викликати різноспрямовані біологічні ефекти в тому числі і токсичні внаслідок здатності до індукції або інгібування реакцій біотрансформації зі зміною ензимного профілю, або десинхронізації метаболізуючої активності оксидазної системи мікросом гепатоцитів [242-243]. 

Дослідження токскикокінетики будь-якого ксенобіотика та його метаболітів дають змогу відстежити можливий додатковий приріст концентрації токсиканта в пізніші терміни фази елімінації, здатність його до кумуляції та швидкості метаболічного перетворення [239].

Важливим етапом вивчення токсикокінетики є визначення кількісних характеристик процесів абсорбції, розподілу та елімінації. 
Проведений в роботі аналіз основних токсикокінетичних параметрів показав, що антидіабетичний засіб та обидва його метаболіти ідентифікувались в плазмі крові через 30 хвилин, пік концентрацій АДЗ-ПЯК визначали через 2 години, метаболітів через 3-4 години після одноразового внутрішньошлункового введення, а через 48 годин сполуки практично не ідентифікувались в плазмі крові. Звертає на себе увагу диспропорційний вміст метаболітів в плазмі крові з переважанням рівнів β-ФЕСА в порівнянні з концентрацією 2-ГФСА впровдовж всього терміну спостереження. 
За умов одноразового інгаляційного надходження досліджувані сполуки ідентифікувались через півгодини після введення, концентрації метаболітів  2-ГФСА та β-ФЕСА швидко зростали та досягали максимуму через годину спостереження, в той час як середні максимальні концентрації АДЗ-ПЯК реєстрували через 2 години. Протягом всього терміну спостереження концентрації АДЗ-ПЯК та метаболіту β-ФЕСА знаходились практично на одному рівні, які суттєво перевищували концентрації 2-ГФСА в плазмі крові. 
Прискорення утворення метаболітів та як результат рання ідентифікація їх максимальних концентрацій в плазмі крові в порівнянні з самою вихідною сполукою, імовірно, пов'язані із функціонуванням деяких ізоформ ферменту цитохром Р-450, типу СYР1А1, СYР2В1 и СYР4В1, які виявлено в епітелії слизової оболонки верхніх дихальних шляхів, завдяки яким АДЗ-ПЯК інтенсивніше метаболізується та всмоктується в кров у вигляді метаболітів та частки вихідної сполуки [244, 245]. 
Отримані значення періоду напіввиведення Т1/2 свідчать про уповільнення виведення вихідної сполуки та її метаболітів із системного кровотоку, яке більш виражене при інгаляційній дії. За умов внутрішньошлункової дії цей параметр у β-ФЕСА був суттєво більше в порівнянні з аналогічним показником для АДЗ-ПЯК та іншого метаболіту     2-ГФСА. На відміну від цього при інгаляційному надходженні найбільше значення Т1/2 відмічали у іншого метаболіту 2-ГФСА.
Оскількі ренальній фільтрації піддаються тільки ЛЗ, які не пов'язані з протеїнами плазми крові [246], можна припустити, що досліджуваним речовинам притаманний достатньо сильний зв'язок з білками плазми крові та їх елімінація із плазми в більшій мірі здійснюється завдяки екстраренальному кліренсу. За даними літератури відомо, що ліпофільні сполуки, зокрема більшість ЛЗ, неіонізовані молекули водорозчинних сполук та речовини з низькою молекулярною масою перш за все піддаються канальцевій реабсорбції. Ліпофільні лікарські засоби значно легше реабсорбуються з первинної сечі, а потім зворотньо з системного кровотоку. Така тривала тубуло-гломерулярна рециркуляція ліпофільних ксенобіотиків призводить до суттєвого подовження швидкості їх елімінації, що створює умови для пролонгації дії ЛЗ [247].

При аналізі параметру площі під токсикокінетичною кривою AUC0-48, що характеризує сумарну концентрацію речовини в плазмі крові протягом всього терміну спостереження [81,155,237], найбільше середнє значення AUC0-48 встановлено у метаболіту β-ФЕСА за обох шляхів надходження сполуки, що, ймовірно, пов'язано з достатньо високим значенням періоду його напіввиведення та відповідно меншим рівнем системного кліренсу, яке призводить до його тривалої циркуляції у системному кровотоці. Найменше значення даного показника за обох шляхів надходження досліджуваної сполуки відзначене у іншого метаболіту 2-ГФСА в порівнянні з показниками самого антидіабетичного засобу та β-ФЕСА, що очевидно обумовлено підвищенням його системного кліренсу при внутрішньошлунковій дії та високим рівнем Т1/2 за умов інгаляційного впливу.

Для опису динаміки концентрації сполуки в сироватці/плазмі крові використовують математичні моделі фармако/токсикокінетики. При цьому в якості одиниць системи-організму виділяють умовні показники − камери (компартменти), що є частиною системи, в якій рівномірно розподілений ксенобіотик. Після розподілу в об'ємі камери концентрація ксенобіотика поступово знижується за участю двох процесів: біотрансформації (метаболічного перетворення) та екскреції. Обидва процеси об'єднані і описуються за допомогою kel − константи швидкості елімінації, яка характеризує швидкість виведення ксенобіотиків з організму шляхом біотрансформації або екскреції [40]. 
Встановлено, що найбільше значення kel має АДЗ-ПЯК що, в свою чергу, характеризує саме інтенсивність та швидкість метаболічного перетворення вихідної сполуки, а найменшу величину kel спостерігали у метаболіта β-ФЕСА незалежно від шляхів надходження.  

Отже, отримані результати свідчать, що за умов одноразових впливів  процеси біотрансформації вихідної сполуки переважають над її екскрецією, що підтверджуються зростанням константи швидкості елімінації АДЗ-ПЯК. Зазначені зміни kel, ймовірно, пов'язані із відносно низьким системнним кліренсом та подовженням часу досягнення середніх максимальних концентрацій метаболітів в порівнянні з АДЗ-ПЯК. Останнє, скоріш за все, реалізується за рахунок метаболізуючих систем печінки [248]. За умов одноразової інгаляційної дії вихідна сполука метаболізується вже на поверхні верхніх дихальних шляхів, що забезпечує тривалу циркуляцію метаболітів у системному кровотоці.  
Відомо, що існують кінетичні відмінності поведінки ксенобіотика при одноразовому впливі від регулярних, щодня повторюваних впливах на організм, які є найбільш наближеними до реальних виробничих умов. Саме за умов довготривалої експозиції рівні ксенобіотика або продуктів його біотрансформації у біосубстратах досягають рівноважної концентрації, що неможливо у разі одноразового введення [249]. Рівноважна концентрація встановлюється у біологічному субстраті при надходженні ксенобіотика до організму з постійною швидкістю. Відомо, що в умовах багаторазового та тривалого надходження до організму ксенобіотика, зокрема ЛЗ, концентрація останього збільшується доки не встановлюється рівновага між надходженням ксенобіотика та швидкістю його елімінації, тобто стану рівноважної концентрації. При цьому його концентрація у біологічному субстраті коливається у певних межах між максимальними та мінімальними значеннями, але середня концентрація при цьому залишається незмінною.  Саме при встановленні рівноважної концентрації ксенобіотика у біологічному субстраті, максимально проявляється його специфічний/ токсичний біологічний ефект [250].

Розглядаючи результати дослідження кількісного хроматографічного визначення концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів в плазмі крові за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження, на початку (5 діб) та наприкінці терміну спостереження (30 діб) реєстрували доволі високі концентрації досліджуваних сполук. Втім, при подовженні терміну спостереження до 15 днів відбувалось зниження концентрацій досліджуваних сполук в плазмі крові. Поряд з цим середні значення тестів експозиції антидіабетичного засобу та його метаболіту β-ФЕСА після 5 та 30 днів знаходились практично на одному рівні. 
Слід зазначити, що при довготривалих повторюваних впливах однакової інтенсивності на організм, має місце накопичення концентрації сполуки у біосубстраті на кінець останнього дня введення речовини [81, 238]. Це деякою мірою пояснює однакові рівні тестів експозиції на початку та наприкінці експерименту за умов внутрішньошлункової дії досліджуваного АДЗ-ПЯК.

При проведенні визначення концентрації АДЗ-ПЯК/метаболітів в плазмі крові за умов субхронічного інгаляційного надходження вихідної сполуки на рівні Limch концентрація АДЗ-ПЯК у плазмі крові значно перевищувала концентрації метаболітів. На обох рівнях інгаляційного впливу відзначали  переважання концентрації в плазмі крові метаболіту β-ФЕСА.  

З метою поглибленого вивчення дії АДЗ-ПЯК на організм за умов тривалих повторних введень (внутрішньошлунковий, інгаляційний) проведено встановлення критеріально значущих показників несприятливого впливу досліджуваної сполуки в залежності від рівня екзогенної дїі та концентрації АДЗ-ПЯК в плазмі крові експериментальних тварин. 
З метою визначення біомаркерів ефекту антидіабетичного засобу проведено дослідження особливостей токсикодинаміки в умовах субхронічного внутрішньошлункового та інгаляційного впливу з дослідженням процесів пероксидного окиснення ліпідів, антиоксидантного гомеостазу та метаболізму оксиду азоту. 
Дослідженнями останніх років доведено, що одним з універсальних патогенетичних механізмів пошкоджуючої дії на організм більшості ксенобіотиків, в тому числі лікарських засобів, є активація вільнорадикальних процесів, саме тому порушення про-антиоксидантного гомеостазу відіграють провідну роль у формуванні патології різного генезу, а показники окисно-антиоксидантного статусу використовують як одні з ранніх та інформативних критеріїв моніторингу і пронозування токсичного ураження клітин та тканин [251]. Відомо, що надлишок активних форм кисню та інших вільнорадикальних продуктів сприяє стимуляції реакцій пероксидної модифікації біомолекул, що супроводжується порушенням цілісності клітинних біомембран, зміною ензимного профілю та дезорганізацією метаболічних процесів, що в свою чергу призводить до розвитку різних патологічних процесів в організмі [252].
Стабільний рівень вільнорадикального окиснення, в тому числі процесів ПОЛ, в організмі реалізується завдяки функціонуванню багатокомпонентної системи антиоксидантного захисту, яка забезпечує утилізацію і модифікацію активних форм кисню, нейтралізацію перекисів та контролює активність радикальних окисно-відновлювальних реакцій у клітині, що в свою чергу визначає стабільність гомеостазу живого організму без загрози розвитку різноманітних патологічних станів. Враховуючи зазначене, показники окисно-антиоксидантного гомеостазу використовують як одні з ранніх та інформативних критеріїв моніторингу і прогнозування токсичного ураження клітин та тканин [253].
Було досліджено стан пероксидного окиснення ліпідів за швидкістю накопичення первинних, проміжних та кінцевих продуктів деградації поліненасичених жирних кислот. 

Аналізуючи показники ПОЛ після 5 днів внутрішньошлункового надходження АДЗ-ПЯК в дозі 100 мг/кг м.т. у піддослідній групіі тварин статистично значуще підвищувався в крові рівень сполук, що реагують з тіобарбітуровою кислотою в порівнянні з контролем. Слід зазначити, що за літературними даними, рівні ТБКАС, зокрема малоновий диальдегід МДА, у різних біологічних середовищах віднесено до переліку основних діагностичних показників при дослідженні відповідних реакцій організму, адекватних характеру та ступеню техногенного/виробничого навантаження ксенобіотиками [18,25,28,31,45,46,60,78,79,102,115,254]. Даний біохімічний показник за даними Міжнародної програми з хімічної безпеки входить до групи неспеціфічних біомаркерів ефекту за умов екзогенного впливу токсикантів на організм. Тому навіть ізольовані зміни рівнів даного параметру віддзеркалюють більш значний зв'язок між експозицією ксенобіотика та відповідною реакцією організму в контексті оцінки ризиків впливу конкретної хімічної сполуки на здоров'я людини [124]. 
В гомогенаті печінки щурів за даних умов експозиції, навпаки, дещо уповільнювались проміжні та кінцеві реакції ПОЛ, що,ймовірно, пов'язано з активацією ферментів першої ланки антиоксидантного захисту, зокрема, активності каталази сироватки крові та СОД тканини печінки, що в свою чергу запобігає накопиченню токсичних продуктів ліпопероксидації. Численними дослідженнями показана доцільність дослідження активності супероксиддисмутази (СОД)  (КФ 1.15.1.1)  і каталази (КФ 1.11.1.6) у різних біологічних середовищах, як ензимів першої ланки ферментативного шляху антипероксидного захисту клітини, які блокують ланцюгові реакції та вивільнення активних форм кисню. Відомо, що сполучена дія СОД та каталази набагато ефективніше захищає клітини від окислювального стресу, знижуючи рівні продуктів пероксидації у послідовних реакціях [255].
Супероксиддисмутаза (СОД)    –    ключовий фермент системи антиоксидантного захисту, який каталізує реакцію дисмутації, тобто здійснює рекомбінацію супероксид-аніон-радикалів з утворенням перекисів та молекулярного кисеню, інгібуючи переокиснення ліпідів та забезпечуючи ефективний захист клітин від дії АФК [256-258].
Після 15 та 30 днів дослідження у піддослідної групи тварин в порівнянні з контролем реєстрували інтенсифікацію проміжних та кінцевих реакцій ПОЛ, у вигляді підвищення рівнів ГПЛ у сироватці крові після 15 днів впливу та ТБКАС у тканині печінки наприкінці експерименту. Відомо, що молекули ГПЛ є ненасиченими альдегідами з вираженою цитотоксичністю завдяки здатності до ініціації процесів утворення вільних радикалів по типу ланцюгової реакції. Незважаючи на відносну нестабільність даних молекул у біологічному середовищі, саме надлишкові концентрації ГПЛ можуть пригнічувати активність гліколізу та окислювального фосфорилювання, інгібувати синтез протеїнів, нуклеїнових кислот  та деяких мембранозв'язаних ензимів [257, 259, 260].

Найбільш поширеним маркерним показником процесів пероксидного окиснення ліпідів є сполуки, що реагують з тірбарбітуровою кислотою, зокрема малоновий діальдегід (МДА), який утворюється тільки з молекул поліненасичених жирних кислот з наявністю у структурі трьох та більше подвійних зв’язків і є кінцевим стабільним продуктом ПОЛ. При підвищенні рівнів МДА знижується плинність та змінюється поверхня клітинних мембран, що в свою чергу призводить до порушення процесів фагоцитозу, піноцитозу, клітинної міграції тощо [261]. За даних умов експерименту активація зазначених процесів ПОЛ, ймовірно, обумовлена статистично значущим зниженням активності ГП гемолізату еритроцитів протягом всього терміну спостереження. Відомо, що глутатіонпероксидаза є ферментом другої лінії антипероксидного захисту, який має високу спорідненість з перекисом водню та каталізує реакцію відновлення глутатіоном нестійких органічних гідроперекисів, зокрема, гідроперекисів поліненасичених жирних кислот, у більш стабільні сполуки оксикислоти [262]. Падіння активності ГП на тлі статистично значущого зниження активності СОД у тканині печінки після 15 днів експерименту створює умови для запуску реакцій пероксидної модифікації біомолекул – ліпідів, білків та нуклеїнових кислот, що супроводжується порушенням структурної цілісності біомембран, кінетичних властивостей ферментів і надмолекулярних субклітинних комплексів та дезорганізацією метаболічних процесів [263-265]. 
Наприкінці експерименту у піддослідних тварин в порівнянні з контрольною групою спостерігали підвищення активності ГР гемолізату еритроцитів. Можно припустити, що в даному випадку запускається  компенсаторний механізм, який попереджає виснаження резервів відновленого глутатіону та перешкоджає порушенню тіол-дисульфідної рівноваги за умов зниження ферментативного антиперокидного захисту. 

Таким чином, за умов внутрішньошлункового введення субстанції АДЗ-ПЯК уповільнювались процеси ліпопероксидації на початку експерименту завдяки, можливо, підвищенню активності ферментів першої ланки системи антиоксидантного захисту (СОД тканини печінки та каталази сироватки крові), у середені та наприкінці строку спостереження відбувалось прискорення окремих реакцій ПОЛ у сироватці крові та тканині печінки. 
За умов інгаляційного надходження сполуки на рівні Limас (27,9 мг/м3) спостерігали прискорення тільки початкових етапів ПОЛ, що проявлялося підвищенням рівня ДК у сироватці крові. Зазначені зміни, ймовірно, пов'язані з активацією ензимів першої та другої ланки системи антиоксидантного захисту (каталази сироватки крові та ГП гемолізату еритроцитів), завдяки чому відбувається перешкоджання накопичення у клітинах гідропероксидів та блокування ланцюгової реакції з утворенням високотоксичних гідроксильних радикалів. Для подальшої інактивації активованих кисневих метаболітів при малих кільостях гідроперекисів більш ефективна окислювально-відновлювальна ферментативна система глутатіону, зокрема глутатіонпероксидаза, яка каталізує розпад перекисів шляхом окиснення [262, 264]. 
В попередніх власних дослідженнях щодо вивчення особливостей токсикодинаміки антидіабетичного засобу на рівні інгаляційних параметрів токсикометрії (Limac, Limch) встановлено, що показники ПОЛ та АОЗ є лімітуючими біохімічними критеріями інгаляційного впливу досліджуваної сполуки [200, 201]. Це підтверджується і нашими дослідженнями, де відзначається активація первинних реакцій ліпопероксидації у сироватці крові за даних умов експерименту. 
За умов інгаляційного надходження сполуки зафіксована більш виразна реакція печінки, що відзначалось прискоренням швидкості накопичення ГПЛ. Зазначені зміни, скоріш за все, відбуваються внаслідок суттєвого падіння активності каталази та ГП в гомогенаті печінки. 
Слід зазначити, що ГП належить активна роль у захисті лізосомальних мембран від пероксидного окиснення: вона каталізує реакцію відновлення гідроперекису за допомогою глутатіону, елімінує перекиси стеринів і нуклеїнових кислот та володіє широкою субстратною специфічністю по відношенню до гідроперекисів, яка значно вища, ніж у каталази. ГП виконує функцію ефективного інгібітора процесів пероксидації та є показником антиоксидантного статусу в цілому і може вказувати на можливі механізми  метаболічного перетворення ксенобіотиків. В зв'язку з цим суттєве падіння активності ензима ГП, особливо на тлі зниженної експресії каталази, може призводити до інтенсифікації процесів пероксидації та накопичення АФК у клітині [266-268]. 
Поряд з цим при інгаляційному надходженні на обох рівнях впливу зареєстровано підвищення активності глутатіон- S- трансферази, основна функція якої полягає у захисті клітин від несприятливого впливу ксенобіотиків і продуктів ПОЛ шляхом їх відновлення, приєднання до субстрата молекули глутатіону (кон'югації) або нуклеофільного заміщення гідрофобних груп. Отже, при послабленні активності окремих ізоферментів глутатіонового ряду, саме ГТ сприяє нейтралізації та прискоренню виведення із організму зростаючого вмісту продуктів ліпопероксидації [269, 270]. Можна припустити у даному випадку, скоріш за все, має місце компенсаторне підвищення активності ГТ в гомогенаті печінки у відповідь на різке зниження активності ГП та каталази, і направлене на утримання про-антиоксидантного балансу. 

Таким чином, за умов інгаляційної дії досліджуваної сполуки на рівні Limac та Limch в тканині печінки прискорюються проміжні реакції каскадного процесу внаслідок суттєвого падіння активності ензимів, що знешкоджують перекиси. 
Доведено, що NO може зменшувати інтенсивність перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), перериваючи ланцюгові вільнорадикальні реакції, зміни його вмісту та дисбаланс активних форм азоту та кисню (АФА, АФК) можуть впливати на темпи та напрямок вільнорадикальних реакцій. Проте  пероксинітрит (ONOO-), що є продуктом реакції NO з супероксидним аніон-радикалом, здатний окислювати та нітрозилювати важливі клітинні компоненти, а сам NO може бути інгібітором різних клітинних ферментів [271]. Прояв захисної або пошкоджуючої дії NO пов’язують з утворенням великої кількості продуктів його метаболізму, які мають різну біологічну активність.
Останнім часом при визначенні критеріїв ранньої та специфічної донозологічної діагностики професійної патології стану метаболізму оксиду азоту відводиться першорядна роль, як пускового механізму розвитку патології різного генезу [272].
Дослідження показників стану метаболізму оксиду азоту виявили статистично значуще зниження активності с-NOS гомогенату печінки у піддослідних щурів на початку та наприкінці спостереження за умов внутрішньошлункового в дозі 100 мг/кг м.т. та інгаляційного впливу на рівні порогу гострої інгаляційної дії сполуки. Падіння активності с-NOS гемолізату еритроцитів зареєстровано на обох рівнях інгаляційного впливу. Натепер виділяють три ізоформи NO-синтази: нейрональну, ендотеліальну та макрофагальну. Перші дві постійно присутні у відповідних клітинах, міцно пов’язані з клітинними мембранами та є конститутивними формами ферменту, які забезпечують фізіологічні рівні NO у клітинах. Активність даних ензимів прямо залежить від внутрішньоклітинної концентрації іонів кальцію та кальмодуліну і підвищується за впливу різних агентів, що призводять до зміни їх рівнів [271].  

За останніми літературними даними саме молекула оксиду азоту виконує роль триггеру у виникненні патології різного ґенезу, а продукти метаболізму NO оцінюються як перспективні біомаркери при моніторингу стану здоров’я людини за умов впливу різних екзогенних чинників на організм [273].  
Зниження активності синтази оксиду азоту призводить до статистично значущого падіння продукції нітрит/нітрат аніонів у плазмі крові, сечі та гомогенаті печінки різного ступеню виразності як за умов внутрішньошлункового, так і інгаляційного надходження. Зазначені зміни можуть бути не тільки позитивним моментом, але й спричиняти шкідливий вплив на клітини. Це пов’язано з різноспрямованою дією біологічно активних сполук, що опосередковують ефекти NO, в результаті чого відповідь клітини на один і той же стимул може бути принципово різною [274]. 
Слід зазначити, що зниження рівнів NO2-/NO3- в плазмі крові та сечі в умовах незмінної експресії сумарної NO-синтази, яке виявлено через 15 днів внутрішньошлункової експозиції АДЗ-ПЯК, можливо пов’язано з інгібуванням внутрішньосудинних альтернативних шляхів синтезу NO2-/NO3, зокрема, за участю нітритредуктази та ксантиноксидази. Відомо, що нітрит-аніон запускає утворення великої кількості оксиду азоту в тканині печінки та серці за принципом зворотнього зв’язку, але у крові утворюються лише слідові кількості [275,276]. 
Падіння темпів екскреції NO2-/ NO3- з сечею може бути пов'язано із підсиленням реабсорбції аніонів у канальцевому відділі нефрону, яке спрямовано на збереження фізіологічних констант цих аніонів у плазмі крові за умов їх суттєвого зниження.
Доречно зауважити, що ендогенний NO є універсальним медіатором міжклітинної взаємодії у всіх органах та тканинах і за нормальних  фізіологічних умов підтримується баланс між продукцією NO за участю синтази оксиду азоту (с-NOS) та його витратами у тканинах. Проте рівень NO може суттєво змінюватися в залежності від стану організму або за умов екзогенного впливу ксенобіотиків. У таких випадках NO може бути одним із чинників розвитку патофізіологічних процесів або виступати в ролі міжсистемної зв'язуючої ланки, опосередковано впливаючи на розвиток патології [271-276].  
Відповідні дослідження з кількісного визначення досліджуваних сполук у плазмі крові здійснено із застосуванням розробленої біоаналітичної методики кількісного визначення антидіабетичного засобу/та його метаболітів в плазмі крові методом високоефективної рідинної хроматографії. В якості біологічної матриці (субстрату) обрано плазму крові, враховуючи, що в ній відбувається швидкий обмін, де концентрація вихідних токсичних сполук та/або їх метаболітів досягає максимально можливих рівнів і знаходиться у динамічній рівновазі з концентрацією в органах та тканинах, регулюючи їх акумуляцію або мобілізацію з них [15,16,19,20,22,24,27,65,72,85].

Розроблена біоаналітична методика специфічна та дозволяє проводити одночасно ідентифікацію та кількіснне вимірювання концентрацій досліджуваних сполук в плазмі крові. Основними етапами даної методики є: пробопідготовка біозразків з термоденатурацією аліквот плазми крові, ферментативна декон'югація біозразків та осадження протеїнів плазми крові розчином ацетонітрилу у кислому середовищі з наступним хроматографуванням проб, їх ідентифікацією та кількісним визначенням досліджуваних сполук. Обрані умови хроматографування забезпечують селективність методики. Правильність методики гарантована використанням зразків контролю якості (QC). Відхилення знайдених концентрацій для зразків QC від номінальних значень знаходились в межах 15 %. Розроблена методика дозволила встановити діапазон концентрацій сполук в плазмі крові та оптимальний часовий інтарвал для визначення тестів експозиції при проведенні БМ.  
Натепер доведено, що одним з найефективніших заходів захисту працюючих від негативного впливу хімічних чинників, є їх гігієнічне регламентування в повітрі робочої зони, а у разі створення нового підприємства ‒ випереджаюче гігієнічне нормування на етапі проектування, навіть незважаючи на сучасну модернізацію фармацевтичних підприємств відповідно до вимог GМP. Проте не можна виключити можливість потрапляння ЛЗ в повітря робочої зони і до організму працюючих. Тому проведення заходів біологічного моніторингу паралельно з профілактичними заходами сприятиме більш точному, індивідуальному контролю рівня впливу хімічних чинників на організм робітників зайнятих у фармацевтичній галузі. 
Отримані результати комплексної токсиколого-гігієнічної оцінки АДЗ-ПЯК дозволили нам сформувати достатню доказову базу для системного встановлення причинно-наслідкових зв'язків між екзогенним рівнем         АДЗ-ПЯК, його вмістом у плазмі крові та ступенем відхілень біохімічних показників для наукового обґрунтування критеріїв біологічного моніторингу, а саме: тестів експозиції та біомаркерів ефекту антидіабетичного засобу.  
За результатами математичного аналізу з високим рівнем статистичної значущості встановлено, що тестами експозиції досліджуваної сполуки є концентрації антидіабетичного засобу та його метаболітів в плазмі крові; біомаркерами ефекту внутрішньошлункової дії визначені наступні показникі: підвищення рівня ГПЛ сироватки крові, зниження рівнів NO2- плазми крові,  зниження активності глутатіонпероксидази гемолізату еритроцитів. Біомаркерами ефекту інгаляційного впливу визначено підвищення рівня ГПЛ гомогенату печінки, зниження рівня нітрит-аніонів сечі, зниження активності c-NOS гемолізату еритроцитів, глутатіонпероксидази і каталази гомогенату печінки. 
Враховуючи отримані тести експозиції та критерії несприятливого впливу АДЗ-ПЯК, які визначено в якості біомаркерів ефекту нами було науково обґрунтовано та за допомогою відповідних рівнянь розраховано величину біологічного безпечного рівня впливу АДЗ-ПЯК у плазмі крові, значення якого встановлено на рівні 11 нг/мкл. 

Таким чином, для попередження можливого несприятливого впливу антидіабетичного засобу на організм працюючих в умовах відповідного виробництва рекомендовано строго дотримуватися ГДК р.з. (0,2 мг/м3) та величини рекомендованої ББРВ (11 нг/мкл) з визначенням біомаркерів ефекту (рівень ГПЛ сироватки крові та NO2- плазми крові, активності ГП та c-NOS гемолізату еритроцитів), які не повинні виходити за межі фізіологічної норми для людини. 

В цілому проведена робота дозволила окреслити основні методичні підходи щодо встановлення біологічного безпечного рівня впливу  антидіабетичного засобу, які засновано на визначенні основних критеріїв біологічного моніторингу ксенобіотиків: тестів експозиції та біомаркерів ефекту. В результаті проведених досліджень розширена нормативна та методична база з питань гігєнічного регламентування лікарських засобів та запропановано оптимальну схему-дизайн проведення токсиколого-гігієнічних досліджень для встановлення критеріїв біологічного моніторингу похідних янтарної кислоти. 
ВИСНОВКИ
У дисертаційному дослідженні вирішено актуальне завдання сучасної профілактичної медицини, зокрема гігієни праці –підвищення точності оцінки ризику впливу лікарських засобів на здоров’я працюючих відповідного виробництва шляхом експериментального встановлення особливостей токсикокінетики, токсикодинаміки досліджуваної сполуки в організмі піддослідних тварин за різних шляхів надходження і тривалості дії, визначення патогномонічних критеріїв несприятливого впливу сполуки. Встановлено критерії біологічного моніторингу – тести експозиції та біомаркери ефекту з наступним обґрунтуванням біологічного безпечного рівня впливу похідного янтарної кислоти з антидіабетичною активністю в плазмі крові.  

1. Доведено, що характерною особливістю токсикокінетики антидіабетичного засобу за умов одноразового внутрішньошлункового та інгаляційного надходження до організму експериментальних тварин є тривале перебування вихідної сполуки у системному кровотоці                     (Т1/2‒5,1±0,90 год.), найбільш виражене при інгаляційній дії (Т1/2‒9,9±1,1 год.). Виявлено, що провідну роль в елімінації антидіабетичного засобу при одноразових впливах відіграють процеси біотрансформації, які дещо переважають над екскрецією незміненої сполуки, на що вказує збільшення константи швидкості елімінації АДЗ-ПЯК на тлі відносно низьких значень системного кліренсу та зміщення часу досягнення середніх максимальних концентрацій метаболітів відносно основної сполуки. Встановлено, що кінетика розподілу досліджуваних сполук за умов субхронічного внутрішньошлункового впливу характеризувалася відносно високими концентраціями в плазмі крові          АДЗ-ПЯК (37,1±3,6 та 34,4±2,1 нг/мкл) та метаболіту β-ФЕСА (41,7±7,9 та 38,6±6,0 нг/мкл) на початку і наприкінці експерименту відповідно. Визначено, що при субхронічному інгаляційному впливі АДЗ-ПЯК на рівні Limch концентрація вихідної сполуки в плазмі значно перевищувала концентрації метаболітів, в той же час на рівні Limac в плазмі крові преважав вміст метаболіту β-ФЕСА. 
2. Встановлені особливості токсикодинаміки досліджуваної сполуки за умов субхронічного внутрішньошлункового введення, якими є прискорення процесів ліпопероксидації, а саме підвищення утворення ТБКАС в крові на 25 % (р<0,05), ГПЛ в сироватці крові на 44 % (р<0,05) та ТБКАС у тканині печінки на 17 % (р<0,05), на тлі послаблення антиоксидантного захисту у вигляді падіння активностей ГП гемолізату еритроцитів на початку, в середині та наприкінці експерименту на 15%, 67% та 23% (р<0,05) відповідно. Поряд з цим доведено, що особливостями токсикодинаміки при субхронічному інгаляційному надходженні АДЗ-ПЯК на рівні Limac та Limch є активація процесів ліпопероксидації у тканині печінки щурів в сполученні з послабленням антиоксидантного захисту у вигляді падіння активності каталази в середньому на 20% та ГП на 50% (р<0,05). Виявлено, що антидіабетичному засобу притаманна інгібуюча дія на окремі показники системи метаболізму оксиду азоту незалежно від шляхів введення досліджуваної сполуки. 
3.
Виявлено наявність статистично значущих кореляційних зв'язків між екзогенною кількістю антидіабетичного засобу і концентраціями       АДЗ-ПЯК, метаболіту 2-ГФСА і β-ФЕСА в плазмі крові (коефіцієнти кореляції r=0,81; 0,74; 0,85 при внутрішньошлунковій дії та r=0,89; 0,7; 0,80 при інгаляційному надходженні) та відхиленнями значень деяких біохімічних показників. 

4.
Встановлено, що концентрація антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові є тестами експозиції субхронічного впливу досліджуваної сполуки. Визначено біомаркери ефекту субхронічного внутрішньошлункового впливу антидіабетичного засобу, якими є підвищення рівня гідроперекисів ліпідів сироватки крові, зниження рівнів нітрит-аніонів плазми крові, активності глутатіонпероксидази гемолізату еритроцитів. Біомаркерами ефекту інгаляційної дії антидіабетичного засобу є підвищення рівня гідроперекисів ліпідів гомогенату печінки, зниження рівня нітрит-аніонів сечі, активності синтази оксиду азоту гемолізату еритроцитів, каталази та глутатіонпероксидази гомогенату печінки. 

5.
Розроблена методика кількісного визначення антидіабетичного засобу та його метаболітів у плазмі крові методом ВЕРХ, яка є селективною та забезпечує високий рівень повноти вилучення досліджуваних сполук з плазми крові, враховуючи їх одночасну присутність в біологічному субстраті. Встановлені основні етапи пробопідготовки (термоденатурація аліквот плазми крові, ферментативна декон'югація метаболітів антидіабетичного засобу, осадження протеїнів/ліпропротеїнів) та умови проведення хроматографічного аналізу. 

6.
Розроблено дизайн щодо здійснення біологічного моніторингу промислового впливу на організм працюючих сполук – похідних янтарної кислоти, науково обґрунтувано біологічний безпечний рівень впливу антидіабетичного засобу в плазмі крові на рівні 11 нг/мкл для підвищення ефективності індивідуалізованого контролю впливу досліджуваної сполуки у виробничих умовах. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
З метою попередження виникнення професійних захворювань в умовах виробництва готових лікарських форм антидіабетичного засобу рекомендовано впровадити наступну систему профілактичних заходів:

- строго дотримуватись величини ГДКр.з. антидіабетичного засобу у повітрі робочої зони та ББРВ сполуки у плазмі крові; 

- забезпечити обов'язковий захист верхніх дихальних шляхів від попадання пилу або аерозолю речовин;

- здійснювати регулярне проведення періодичних медичних оглядів     (1 раз на рік ) та аналіз захворюваності.

При проведенні періодичних медичних оглядів до переліку загальноприйнятих процедур рекомендовано включити біохімічні аналізи з обов'язковим визначенням показників ПОЛ (гідроперекисів ліпідів), дослідженням антиоксидантного гомеостазу (активності каталази, глутатіонпероксидази) та метаболізму оксиду азоту (рівні нітрит/нітрат аніонів, активності синтази оксиду азоту) з паралельним визначенням концентрації похідного янтарної кислоти з антидіабетичною активністю в плазмі крові.
Дотримання даних рекомендацій сприятиме збереженню здоров'я працівників, зайнятих у даному виробництві, попередженню розвитку професійних інтоксикацій та зниженню захворюваності з тимчасовою втратою працездатності, що має суттєву медико-соціальну та економічну значимість.  
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Кудря МЯ, Лалименко ОС, Нікішина ЛЄ, Кравченко СВ, Караченцев ЮІ, Шаламай АС. винахідники; ДУ «Інститут проблем ендокринної патології ім. В. Я. Данилевського НАМН України». Спосіб кількісного визначення вмісту антидіабетичного засобу фенсукциналу та його метаболітів в плазмі крові. Патент України № 111489. 2016 Лист.10. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, пробопідготовка плазми крові, статистичне опрацювання результатів, оформлення публікації). 
19.
Кудря МЯ, Палагіна ІА, Устенко НВ, Мельниківська НВ, Лалименко ОС, Жураковська МВ, Павленко ТО, Міщенко ТО, Ліпсон ВВ, Карножицька ТМ, Горбенко НІ. Спосіб оцінки біологічної активності метаболітів антидіабетичного засобу фенсукциналу. Патент України № 79650. 2013 Квіт. 25. (Дисертанту належить аналіз літератури, робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, оформлення публікації).
20.
Лалименко О, Кудря М, Завгородній І. Спосіб встановлення біологічної граничної допустимої концентрації сукцинатвмісного антидіабетичного засобу. Укрмедпатентінформ. Інформаційний лист про нововведення в сфері охорони здоров’я № 40. 2018 р. (Дисертанту належить робота з експериментальними тваринами, дослідження біохімічних показників, аналіз, узагальнення та статистичне опрацювання результатів, оформлення публікації).
Додаток Б
Таблиця 4.2

Деякі показники ПОЛ у щурів в умовах субхронічного внутрішньошлункового надходження субстанції 
антидіабетичного засобу,
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	Показник
	n
	Контроль
	n
	Антидіабетичний засіб

	1
	2
	3
	4
	5

	5 днів введення

	Дієнові кон'югати:

− сироватка крові,  мкмоль/л

· печінка,  мкмоль/г тканини
	7

7
	0,34±0,013
32,8±1,5
	7

7
	0,38±0,033
33,8±1,7

	ТБКАС:

 − кров, мкмоль/мл

 − печінка,  мкмоль/г
	6

7
	0,49±0,02

67,6±3,8
	6

6
	0,61±0,031)
53,8±2,31)

	Гідроперекиси ліпідів:

− сироватка крові,  мкмоль/л

− печінка, мкмоль/ г тк.  
	7

7
	5,02±0,8

124,5±4,3
	7

6
	5,0±0,7

93,4±3,31)

	15 днів введення

	Дієнові кон'югати:

· сироватка,  мкмоль/л

· печінка,  мкмоль/г 
	7

7
	0,59±0,03

42,8±2,3
	7

7
	0,66±0,05

39,6±2,4

	ТБКАС:

 − кров, мкмоль/мл

 − печінка,  мкмоль/г
	7

7
	0,56±0,017

60,3±2,9
	7

7
	0,54±0,025

58,4±2,1

	Гідроперекиси ліпідів:

 − сироватка,  мкмоль/л

 − печінка, мкмоль/ г тк. 
	7

7
	2,5±0,15

116,7±3,8
	6

7
	3,6±0,511)
101,3±8,9

	Продовж. табл. 4.2

	1
	2
	3
	4
	5

	30 днів введення

	ТБКАС:

 − кров, мкмоль/мл

 − печінка,  мкмоль/г
	7

7
	0,69±0,04

57,3±1,2
	7

7
	0,66±0,017

67,2±2,01)

	Дієнові кон'югати:

· сироватка,  мкмоль/л

· печінка,  мкмоль/г 
	7

7
	0,45±0,03

53,3±2,6
	7

7
	0,49±0,02

47,2±2,5

	Гідроперекиси ліпідів:

 − сироватка,  мкмоль/л

  − печінка, мкмоль/г тк.  
	7

7
	4,3±0,3

98,9±9,6
	7

7
	3,6±0,5

80,7±8,6


Примітки:

1.  1) –Відхилення значуще, (р<0,05);

            2.  2) – ТБКАС  – активні сполуки, що реагують з тіобарбітуровою кислотою;

Продовж. дод. Б
Таблиця 4.3
Деякі показники антиоксидантного гомеостазу у щурів за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження субстанції антидіабетичного засобу,
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	Показник
	n
	Контроль
	n
	АДЗ-ПЯК

	1
	2
	3
	4
	5

	5 днів введення

	Активність каталази:

  – сироватка крові, мкат Н2О2/л;

  – печінка, мкат Н2О2/г. тк./хв
	6

7
	1,20±0,05

24,7±1,6
	7

7
	2,17±0,181)

22,7±1,5

	СОД печінка, ум.од./мг тк.
	6
	83,4±12,0
	6
	141,3±23,21)

	Глутатіонредуктаза еритроцитів, мкмоль НАДФН/г Hb × хв.
	7
	2,78±0,32
	7
	3,56±0,585

	Глутатіонпероксидаза еритроцитів, мкмоль GSSG 3)/г Hb× хв.
	6
	162,2±1,3
	7
	138,5±9,61)

	Глутатіонпероксидаза  печінки, мм GSSG /г тк./хв
	7
	26,9±1,9
	6
	26,2±1,4

	Глутатіон-S-трансфераза печінки, нмоль GS-ДНБ4) /мг тк. × хв.
	7
	27,0±1,3
	7
	25,6±1,9

	15 днів введення

	Активність каталази:

– сироватка, мкат Н2О2/л;

– печінка, мкат Н2О2/г.  тк./хв
	7

7
	2,6±0,05

32,0±1,6
	7

7
	2,7±0,05

33,1±2,3

	СОД печінка, ум.од./мг тк.
	7
	115,8±9,2
	7
	78,0±9,01)

	Глутатіонредуктаза еритроцитів, мкмоль НАДФН/г Hb × хв.
	6
	2,15±0,26
	7
	2,18±0,23

	Продовж. табл.  4.3

	1
	2
	3
	4
	5

	Глутатіонпероксидаза еритроцитів,

мкмоль GSSG 3)/г Hb × хв.
	6
	107,2±5,6
	6
	35,3±3,91)

	Глутатіонпероксидаза  печінки, 
мм GSSG /г тк./хв
	7
	22,7±0,6
	7
	21,9±0,4

	Глутатіон-S-трансфераза печінки, нмоль GS-ДНБ4) /мг тк. × хв.
	7
	26,1±1,2
	7
	26,8±1,3

	30 днів введення

	Активність каталази:

  – сироватка крові, мкат Н2О2/л;

  – печінка, мкат Н2О2/г. тк./хв
	6

7
	1,20±0,05

24,7±1,6
	7

7
	2,17±0,181)

22,7±1,5

	СОД печінка, ум.од./мг тк.
	6
	83,4±12,0
	6
	141,3±23,21)

	Глутатіонредуктаза еритроцитів, мкмоль НАДФН/г Hb × хв.
	7
	2,78±0,32
	7
	3,56±0,585

	Глутатіонпероксидаза еритроцитів, мкмоль GSSG 3)/г Hb× хв.
	6
	162,2±1,3
	7
	138,5±9,61)

	Глутатіонпероксидаза  печінки, мм GSSG /г тк./хв
	7
	26,9±1,9
	6
	26,2±1,4

	Глутатіон-S-трансфераза печінки, нмоль GS-ДНБ4) /мг тк. × хв.
	7
	27,0±1,3
	7
	25,6±1,9

	СОД печінка, ум.од./мг тк.
	7
	115,4±13,8
	7
	137,2±11,6

	Глутатіонредуктаза еритроцитів, мкмоль НАДФН/г Hb × хв.
	7
	2,23±0,22
	7
	3,1±0,171)

	Глутатіонпероксидаза еритроцитів, мкмоль GSSG 3)/г Hb × хв.
	7
	138,4±5,7
	7
	107,2±8,71)

	Глутатіонпероксидаза  печінки, мм GSSG /г тк./хв
	6
	21,6±1,6
	7
	22,8±1,8


	Продовж. табл.  4.3

	1
	2
	3
	4
	5

	Глутатіонтрансфераза печінки, нмоль GS-ДНБ4) /мг тк. × хв.
	7
	27,8±1,0
	7
	30,5±1,9


Примітки: 
1.  1) Відхилення значуще, (р<0,05);   
2.2)Відхилення близьке до значущого,  (0,05<р<0,1); 
3.3)GSSG – глутатіон окислений; 
4.4) комплекс GS –2,4-динітробензол.
Продовж. дод. Б
Таблиця 4.4
Деякі показники метаболізму оксиду азоту у щурів в умовах субхронічного внутрішньошлункового впливу
 антидіабетичного засобу
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	Показник
	n
	Контроль
	n
	АДЗ-ПЯК

	1
	2
	3
	4
	5

	5 днів введення

	Нітрит-аніон (NO2-):

– плазма крові, мкмоль/л

– сеча, мкмоль/л

– печінка, нмоль/мг протеїну
	7

6

7
	6,36±0,7

9,9±0,31

32,4±0,95
	7

7

7
	4,11±0,71)

8,7±0,65

29,9±1,9

	Нітрат-аніон  (NO3-):

– плазма крові, мкмоль/л

– сеча, мкмоль/л

– печінка, нмоль/мг протеїну
	7

6

7
	23,9±2,1

58,6±1,4

55,5±0,74
	7

7

7
	16,9±2,21)
53,0±2,9

53,2±2,6

	Активність NOS3) (Vmax), 

нмоль НАДФН/ мг протеїну×хв
	7
	4,38±0,7
	7
	2,4±0,31)

	15 днів введення

	Нітрит-аніон (NO2-):

– плазма крові, мкмоль/л

– сеча, мкмоль/л

– печінка, нмоль/мг протеїну
	7

7

7
	5,9±0,44

9,6±1,5

29,8±3,4
	7

7

7
	3,8±0,541)
6,3±0,52)
22,7±1,92)

	Нітрат-аніон  (NO3-):

– плазма крові, мкмоль/л

– сеча, мкмоль/л

– печінка, нмоль/мг протеїну
	7

7

7
	23,3±1,4

57,1±7,1

46,8±3,5
	7

7

7
	16,8±1,71)
42,6±2,42)

39,1±3,2

	Активність NOS3)  (Vmax), 

нмоль НАДФН/ мг протеїну×хв
	7
	3,9±0,44
	7
	3,8±0,33

	Продовж. табл.4.3

	1
	2
	3
	4
	5

	30 днів введення

	Нітрит-аніон (NO2-):

– плазма крові, мкмоль/л

– сеча, мкмоль/л

– печінка, нмоль/мг протеїну
	7

7

7
	7,4±1,1

8,4±0,83

30,6±2,6
	7

7

7
	4,3±0,541)
5,4±0,641)
23,8±1,62)

	Нітрат-аніон  (NO3-):

– плазма крові, мкмоль/л

· сеча, мкмоль/л

– печінка, нмоль/мг протеїну
	7

7

7
	24,7±3,1

51,7±2,4

53,7±3,2
	7

7

7
	16,0±1,51)
38,1±2,81)
44,1±1,81)

	Активність c-NOS3)  (Vmax), 

нмоль НАДФН/ мг протеїну×хв
	7
	3,9±0,4
	7
	2,8±0,11)


Примітки:
1.  1)  Відхилення значуще, (р<0,05);  

2. 2) Відхилення близьке до значущого,  (0,05<р<0,1).
Продовж. дод. Б
Таблиця 4.7 

Деякі показники пероксидного оксиснення ліпідів та антиоксидантного гомеостазу у щурів в умовах інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу, 
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	Показник
	n
	Контроль
	n
	АДЗ-ПЯК

2,63 мг/м3
	n
	АДЗ-ПЯК

27,9 мг/м3

	Дієнові кон'югати:

 −  сироватка,  мкмоль/л

 − печінка,  мкмоль/г тк.
	8

10
	0,38±0,02

45,3±2,1
	8

10
	0,42±0,02

47,2±1,7
	8

10
	0,5±0,031)
45,3±2,2

	ТБКАС:

  − кров, мкмоль/мл

 − печінка,  мкмоль/г
	10

9
	0,65±0,04

51,4±1,1
	10

10
	0,57±0,03

52,4±2,2
	8

10
	0,56±0,02

47,3±1,31)

	Гідроперекиси ліпідів:

− сироватка,  мкмоль/л    

 − печінка,  мкмоль/г тк.
	8

9
	4,0±0,3

70,2±3,7
	7

10
	3,4±0,3

103,3±6,51)
	8

10
	4,1±0,2

87,5±8,11)

	Активність каталази:

– сироватка, мкатН2О2/л

– печінка, мкат Н2О2/г тк./хв
	8

8
	1,9±0,08

42,3±0,6
	8

8
	2,2±0,14

35,1±0,61)
	7

9
	2,2±0,081)

37,6±0,41)

	Продовж. табл.4.7

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Активність СОД печінки, ум.од./мг тк.
	10
	107,3±10,0
	10
	113,0±12,8
	10
	129,7±13,8

	Глутатіонредуктаза еритроцитів, 
мкмоль НАДФН/г Hb × хв.
	10
	3,7±0,4
	8
	1,3±0,21)
	9
	2,9±0,3

	Глутатіонпероксидаза еритроцитів, 
мкмоль GSSG 3)/г Hb × хв.
	10
	110,4±10,9
	10
	90,0±11,4
	10
	150,5±19,52)

	Глутатіонпероксидаза печінки, мм/г тк./хв
	6
	35,4±6,6
	7
	17,5±1,51)
	7
	16,4±1,51)

	Глутатіон-S-трансфераза печінки, 
нмоль GS-ДНБ4) /мг протеїну × хв.
	10
	24,7±2,5
	10
	31,4±2,52)
	10
	34,3±1,21)


Примітки: 
1.  1) Відхилення значуще, (р<0,05);   
2. 2)Відхилення близьке до значущого,  (0,05<р<0,1); 
3.3)GSSG – глутатіон окислений; 
4.4) комплекс GS –2,4-динітробензол.
Продовж. дод. Б
Таблиця 4.8    

Деякі показники метаболізму оксиду азоту у щурів за умов субхронічного інгаляційного надходження антидіабетичного засобу

	Показник
	n
	Контроль
	n
	АДЗ-ПЯК

2,63 мг/м3
	n
	АДЗ-ПЯК

27,9 мг/м3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Нітрит-аніон (NO2-):
	
	
	
	
	
	

	–плазма крові,
  мкмоль/л
	10
	6,8±0,5
	10
	5,8±0,6
	10
	4,5±0,51)

	– сеча, мкмоль/л
	10
	9,2±0,54
	10
	7,6±0,582)
	10
	6,3±0,441)

	– печінка, нмоль/мг  

   протеїну
	10
	26,4±1,7
	10
	31,1±1,72)
	10
	21,7±1,62)

	Нітрат-аніон  (NO3-):
	
	
	
	
	
	

	– плазма крові, 

   мкмоль/л
	10
	26,0±1,5
	10
	23,2±1,8
	10
	18,8±1,61)

	– сеча, мкмоль/л
	10
	55,3±0,5
	10
	48,3±2,62)
	10
	42,3±0,41)

	– печінка, нмоль/мг    

   протеїну
	10
	62,6±4,1
	10
	71,3±4,6
	10
	 51,3±3,72)

	Активність с-NOS3):
	
	
	
	
	
	

	− еритроцитів, нмоль НАДФН/ мг Hb × хв
	10
	5,7±0,8
	10
	3,4±0,31)
	10
	2,6±0,31)

	−печінка, нмоль НАДФН/мг протеїну×хв.
	9
	3,1±0,3
	9
	4,3±0,62)
	9
	2,2±0,31)


Примітки:

1.–1)  Відхилення значуще в порівнянні з контролем, (р<0,05);

2.–2) Відхилення близьке до значущого в порівнянні з контролем,        (0,05<р<0,1).
Додаток В
Таблиця 6.1 
Параметри моделей залежності ймовірності змін біохімічних показників від концентрації АДЗ-ПЯК у плазмі крові піддослідних щурів за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження антидіабетичного засобу 

	Біомаркер ефекту
	Параметри моделі
	Крит. Фішера (F)
	Коеф.

кореляції 

(r)
	Концент. АДЗ-ПЯК, нг/мкл
	Довірчі інтервали

АДЗ-ПЯК

нг/мкл
	р



	
	b0
	b1
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	нижня
	верхня
	

	Рівень ГПЛ сироватки крові
	0,82
	0,10
	107,6
	0,87
	25,4
	14,9
	35,7
	0,000

	Рівень NO2- плазми крові
	6,86
	-0,12
	39,3
	-0,76
	25,4
	14,9
	35,7
	0,001

	Рівень NO2- гомогенату печінки
	51,9
	-0,78
	20,6
	-0,80
	34,4
	29,4
	39,5
	0,02

	Активність c-NOS гомогенату печінки
	4,86
	-0,06
	12,69
	-0,82
	37,2
	28,1
	46,01
	0,01

	Активність ГР гемолізату еритроцитів
	0,51
	0,07
	16,7
	0,87
	34,4
	29,4
	39,5
	0,01

	АктивністьГП  гемолізату еритроцитів
	54,2
	-0,74
	43,2
	-0,80
	25,4
	14,9
	35,7
	0,002


Продовж. дод. В
Таблиця 6.2 

Параметри моделей залежності ймовірності змін біохімічних показників від концентрації 2-ГФСА у плазмі крові піддослідних щурів за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження субстанції антидіабетичного засобу 

	Біомаркер ефекту
	Параметри моделі
	Крит. Фішера (F)
	Коеф. кореляції

(r)
	Концент.
2-ГФСА,

нг/мкл
	Довірчі інтервали 
2-ГФСА нг/мкл
	р

	
	b0
	b1
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	нижня
	верхня
	

	Активність СОД гомогенату печінки 
	119,7
	-2,05
	6,7
	-0,76
	20,3
	15,4
	25,2
	0,04


Продовж. дод. В
Таблиця 6.3

Параметри моделей залежності ймовірності змін біохімічних показників від концентрації β-ФЕСА у плазмі крові піддослідних щурів за умов субхронічного внутрішньошлункового надходження антидіабетичного засобу 
	Біомаркер ефекту
	Параметри моделі
	Критерій Фішера (F)
	Коеф.
кореляції 

(r)
	Концент.
β-ФЕСА,

нг/мкл
	Довірчі інтервали 
β-ФЕСА нг/мкл
	р



	
	b0
	b1
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	нижня
	верхня
	

	Активність каталази сироватки крові
	
	
	20,2
	-0,83
	41,7
	23,3
	54,1
	0,003

	Рівні ГПЛ сироватки крові 
	0,36
	0,08
	39,1
	0,86
	21,0
	12,8
	29,1
	0,002

	Рівні NO3- плазми крові
	28,1
	-0,3
	44,5
	-0,86
	21,0
	12,8
	29,1
	0,001


Продовж. дод. В
Таблиця 6.4
Параметри моделей залежності ймовірності змін біохімічних показників від концентрації антидіабетичного засобу в плазмі крові піддослідних щурів за умов інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу
	Біомаркер ефекту
	Параметри моделі
	Крит.

Фішера (F)
	Коеф. корел.
(r)
	Концентрація АДЗ-ПЯК, 

нг/мкл
	Довірчі інтервали 

АДЗ-ПЯК нг/мкл
	р



	
	b0
	b1
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	нижня
	верхня
	

	Активність каталази печінки
	45,6
	-0,65
	20,6
	-0,85
	15,8
	11,6
	19,4
	0,002

	Активність каталази печінки
	43,9
	-0,17
	20,8
	-0,75
	28,7
	31,5
	45,1
	0,01

	Активність ГП гомогенату печінки 
	48,5
	-1,78
	7,9
	-0,69
	15,8
	11,6
	19,4
	0,03

	c-NOS гемолізату еритроцитів
	7,5
	-0,25
	57,1
	-0,84
	15,8
	11,6
	19,4
	0,005

	Рівень ГПЛ гомогенату печінки 
	36,3
	4,19
	242,1
	-0,89
	15,8
	11,6
	19,4
	0,000

	Рівень ГПЛ гомогенату печінки 
	7,63
	1,99
	90,9
	-0,78
	28,7
	31,5
	45,1
	0,007

	Активність ГР еритроцитів
	6,1
	-0,26
	29,7
	-0,78
	15,8
	11,6
	19,4
	0,006

	NO2- сечі
	12,4
	-0,31
	41,2
	-0,81
	15,8
	11,6
	19,4
	0,002

	NO2- плазми крові
	12,7
	-0,18
	81,1
	-0,88
	28,7
	31,5
	45,1
	0,000




Продовж. дод. В
        Таблиця 6.5
Параметри моделей залежності ймовірності змін біохімічних показників від концентрації 2-ГФСА у плазмі крові піддослідних щурів за умов інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу
	Біомаркер ефекту
	Параметри моделі
	Критерій Фішера (F)
	Коефіцієнт кореляції 

(r)
	Концент. 
2-ГФСА, 

нг/мкл
	Довірчі інтервали 

2-ГФСА нг/мкл
	р



	
	b0
	b1
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	нижня
	верхня
	

	Активність ГП гомогенату печінки
	39,7
	-4,2
	8,9
	-0,62
	4,9
	3,6
	6,1
	0,03


Продовж. дод. В
Таблиця 6.6 

Параметри моделей залежності  ймовірності змін біохімічних показників від концентрації β-ФЕСА у плазмі крові піддослідних щурів за умов  інгаляційного надходження субстанції антидіабетичного засобу
	Біомаркер ефекту
	Параметри моделі
	Критерій Фішера (F)
	Коеф.

кореляції 

(r)
	Концент.
β-ФЕСА, 

нг/мкл
	Довірчі інтервали 

β-ФЕСА нг/мкл
	р



	
	b0
	b1
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	нижня
	верхня
	

	Активність каталази гомогенату печінки
	43,6
	-1,12
	13,63
	-0,79
	4,5
	5,1
	9,3
	0,01

	Активність ГП гомогенату печінки
	40,1
	-2,6
	4
	-0,65
	4,5
	5,1
	9,3
	0,035

	Активність ГТ гомогенату печінки
	24,7
	0,3
	50,9
	0,89
	41,7
	23,6
	40,2
	0,000

	Активність c-NOS гемолізату еритроцитів
	6,5
	-0,4
	13,4
	-0,8
	4,5
	5,1
	9,3
	0,001

	NO2- плазми крові 
	7,7
	-0,45
	16,8
	-0,82
	4,5
	5,1
	9,3
	0,003


Додаток Д
 СХЕМА-ДИЗАЙН ТОКСИКОЛОГІЧНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ ЩОДО ВСТАНОВЛЕННЯ 
БІОЛОГІЧНОГО БЕЗПЕЧНОГО РІВНЯ ВПЛИВУ ПОХІДНОГО ЯНТАРНОЇ КИСЛОТИ
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