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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Цукровий діабет (ЦД) є пріоритетом першого порядку національних систем охорони здоров’я усіх без виключення країн світу (Muntner P. et al, 2004). На сьогодні у світі нараховується 246 млн. осіб хворих на ЦД. Причому близько 50% – це особи 40-59 років – найбільш працездатного і активного віку. Враховуючи темпи росту розповсюдженості ЦД, експерти ВООЗ прогнозують, що до 2025 р. кількість хворих на ЦД збільшиться в 1,5 разу і дорівнюватиме 380 млн. осіб, в основному за рахунок хворих на ЦД типу 2 (Сунцов Ю.И., Дедов И.И., 2005). Ще більш стрімко зростає кількість населення з метаболічним синдромом (МС), який передує розвитку ЦД типу 2 і розвивається у осіб з надлишковою масою тіла. За прогнозами їх численність до 2025 року буде дорівнювати більше 500 млн. осіб (И.И. Дедов, М.В. Шестакова, 2009). Встановлено, що кожний рік до 15% осіб з МС захворюють на ЦД типу 2. Цукровий діабет типу 2 є багатофакторним захворюванням, яке смертельно небезпечне своїми мікро- та макросудинними ускладненнями. З огляду на мультифакторність патогенезу ЦД типу 2, найбільш доцільним вважається патогенетичний підхід до лікування цього захворювання, що передбачає застосування  антидіабетичних засобів з різними механізмами дії (Бокарев И.Н. и соавт., 2006, Полторак В.В., 2008). Проте, незважаючи на досить широкий арсенал сучасних антидіабетичних засобів, проблема реальної компенсації ЦД типу 2 залишається невирішеною, що обґрунтовує пошук та створення нових ефективних і водночас малотоксичних антидіабетичних засобів, які поєднують у своїй фармакодинаміці декілька видів активностей.
З цієї точки зору викликає інтерес пошук і дослідження засобів на основі лікарських рослин з антидіабетичними властивостями, які використовуються у комплексній фармакотерапії ЦД типу 2. Дана дисертаційна робота присвячена фармакологічному вивченню нового антидіабетичного збору «Фітоглюнор», що містить плоди розторопші плямистої, коріння цикорію, листя брусниці, траву спориша, насіння льону посівного та рильця кукурудзи. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертація виконана згідно з планом науково-дослідних робіт Національного фармацевтичного університету з проблем МОЗ України «Створення нових лікарських препаратів на основі рослинної та природної сировини, у тому числі продуктів бджільництва, для дорослих та дітей» (№ Державної реєстрації 0198U007008).
Мета і завдання дослідження. Метою даної роботи було експериментальне обґрунтування доцільності застосування у клінічній практиці рослинного збору «Фітоглюнор» антидіабетичної дії.

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі задачі: 

1.
Дослідити гіпоглікемічну активність та встановити ефективну дозу збору «Фітоглюнор» за антигіперглікемічною дією на нормоглікемічних (інтактних) щурах та з порушеною толерантністю до глюкози, викликаною дексаметазоном, за умов глюкозного навантаження.

2.
Визначити вплив збору «Фітоглюнор» на постпрандіальну гіперглікемію у кролів під час навантаження глюкозою, антиоксидантну і мембранопротекторну дії. 

3.
На моделі переддіабету, викликаного дексаметазоном, вивчити вплив збору «Фітоглюнор» на розвиток метаболічних проявів інсулінорезистентності у щурів (показники вуглеводного та ліпідного обмінів та стан системи ПОЛ/АОС) у порівнянні зі збором «Арфазетин».

4.
Дослідити антигіперглікемічні та антидіабетичні властивості збору «Фітоглюнор» у порівнянні зі збором «Арфазетин» при профілактичному введенні на моделі ЦД типу 2 у щурів, викликаного дексаметазоном (стан відносної недостатності інсуліну), вивчити панкреатопротекторну дію збору за методами гістоморфологічних досліджень;

5.
Вивчити антигіперглікемічні, антидіабетичні та панкреатозахисні властивості збору «Фітоглюнор» у порівнянні зі збором «Арфазетин» при профілактично-лікувальному введенні на моделі гострої інсулінової недостатності, викликаної алоксаном (стан абсолютної недостатності інсуліну);
6.
Оцінити гепатопротекторні властивості збору «Фітоглюнор» за умов переддіабетичного стану та на моделі дексаметазонового ЦД у щурів.

7.
Визначити параметри гострої токсичності та характер впливу збору «Фітоглюнор» на стан слизової оболонки і секреторну активність шлунка щурів.
Об'єктом дослідження є використання препаратів на основі лікарських рослин для комплексного  лікування інсулінорезистентності та цукрового діабету.
Предметом дослідження є антидіабетична дія рослинного збору «Фітоглюнор» за умов патології вуглеводного обміну різного ґенезу у щурів, гостра токсичність та деякі параметри специфічної токсичності.
Методи дослідження: фармакологічні, біохімічні, гематологічні, гістологічні та методи математичної статистики. 
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше досліджені фармакологічні властивості збору лікарських рослин «Фітоглюнор». Установлені антигіперглікемічні, гіполіпідемічні, антиоксидантні і мембраностабілізувальні властивості, гепатопротекторна та панкреатозахисна дії, що забезпечують виразну ефективність збору "Фітоглюнор" при експериментальному ЦД різного ґенезу. Важливою характеристикою фармакодинаміки засобу є виявлена здатність знижувати постпрандіальну гіперглікемію, що може стати корисним при профілактиці судинних ускладнень у хворих на ЦД типу 2. Новизна роботи підтверджена патентом № 7518 від 15.03.2006 р. на „Цукрознижувальний лікарський збір”.

Практичне значення роботи. Узагальнення щодо результатів досліджень фармакологічної активності збору «Фітоглюнор» впроваджені у навчальний процес кафедр фармакології, технології ліків та клінічної фармакології з фармацевтичною опікою Інституту підвищення кваліфікації спеціалістів фармації Національного фармацевтичного університету (м. Харків), кафедри фармації Буковинського державного медичного університету, кафедри експериментальної та клінічної фармакології ВДНЗУ „Українська медична стоматологічна академія”, кафедри фармакології Кримського державного медичного університету ім. С.І. Георгієвського, кафедри загальної і клінічної фармації Дніпропетровської державної медичної академії, використовуються у науковій роботі лабораторії ЦНДЛ НФаУ. Виявлені антидіабетичні властивості збору «Фітоглюнор» стануть підґрунтям для його подальшого дослідження як потенційного засобу для комплексного лікування ЦД типу 2 та інсулінорезистентності.
Особистий внесок здобувача. Особисто здобувачем проведено патентно-інформаційний пошук, експериментальні дослідження, статистична обробка та аналіз одержаних результатів. Разом з науковим керівником визначені мета і завдання дослідження, розроблені методичні підходи до фармакологічного вивчення збору «Фітоглюнор». У наукових працях, опублікованих у співавторстві, дисертантом наведені результати власних експериментальних досліджень. Робота виконана на базі ЦНДЛ НФаУ.

Апробація роботи. Основні результати роботи були викладені та обговорені на науково-практичній конференції «Сучасні напрямки розвитку ендокринології (другі Данилевські читання)», м. Харків, 2003 р.; на VІ Національному з’їзді фармацевтів України «Досягнення та перспективи розвитку фармацевтичної галузі України», м. Харків, 2005 р.; на VI Всеукраїнській науково-практичній конференції «Клінічна фармація в Україні», м. Харків, 2007; на 11 інтернаціональному конгресі «Phytopharm 2007», Leiden, The Netherlands, 2007; на І національному конгресі «Человек и Лекарство – Украина», м. Київ, 2008 р; на ювілейній науково-практичній конференції з міжнародною участю «Фармакогнозія ХХІ століття. Досягнення та перспективи», м. Харків, 2009р.

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 7 наукових статей – 6 з яких у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України, 7 тез доповідей, отримано 1 патент України на винахід.

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається з вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, трьох розділів експериментальних досліджень, розділу «Аналіз та узагальнення результатів» та загальних висновків. Обсяг дисертації складає 180 сторінок друкованого тексту. Робота проілюстрована 34 таблицями та 19 рисунками. Перелік використаних джерел містить 295 найменувань (92 кирилицею, 203 латиницею).
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали та методи дослідження. Експериментальні дослідження виконані відповідно до рекомендацій ДФЦ МОЗ України («Доклінічні дослідження лікарських засобів (Методичні рекомендації)», 2001) на щурах і кролях, отриманих з розплідника віварію ЦНДЛ НФаУ. Всі експерименти виконували у повній відповідності до вимог комісії з біоетики НФаУ (протокол № 12 від 25.12. 2009) та «Загальними етичними принципами експериментів на тваринах» (Київ, 2001), що узгоджуються з положеннями «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, які використовуються для експериментальних та інших наукових цілей»" (Страсбург, 1986). Процедури, що викликають біль (гострі досліди, умертвіння, вилучення органів та інші) проводили під наркозом (1% розчин барбамілу натрію внутрішньоочеревинно у дозі 0,8 мл/100 г).
Об‘єктом досліджень був збір лікарських рослин «Фітоглюнор», технологію отримання якого розроблено на кафедрі хімії природних сполук НФаУ канд. фарм. наук Г.С. Болоховець під керівництвом проф. В.С. Кисличенко.
В дослідженнях збір «Фітоглюнор» застосовували внутрішньошлунково у вигляді відвару 1:10. Основним референтним препаратом за фармакологічною активністю та лікарською формою використовували збір «Арфазетин» (виробництва ЗАТ «Ліктрави» (Житомир), у вигляді настою у співвідношенні 1:40 (за інструкцією) (Компендіум, 2007), який є аналогом з клінічного застосування при ЦД (застосовується у комплексній терапії ЦД легкого та середнього ступеня тяжкості).

Визначення максимально ефективної дози збору «Фітоглюнор» проводили за гіпоглікемічною активністю на нормоглікемічних щурах, за умов гострої гіперглікемії (внутрішньоочеревинний тест толерантності до глюкози (ВЧТТГ, глюкоза 3 г/кг) та за антигіперглікемічною активністю на щурах з порушеною толерантністю до глюкози (ПТГ), викликаною дексаметазоном (0,125 мг/кг підшкірно, протягом 14 діб) (Методичні рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001). Вплив на постпрандіальну гіперглікемію вивчали за допомогою орального тесту толерантності до глюкози (ОТТГ) на кролях (Методичні рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001).

Водні витяги зборів вводили тваринам після нічного голодування вранці натще або за 1 годину до вуглеводного навантаження у дозах 6, 12, 18 і 24 мл/кг. Контрольні тварини отримували еквівалентну кількість води. Вміст глюкози у крові визначали глюкозооксидазним методом на аналізаторі глюкози "Ексан-Г" (Литва). Антигіперглікемічну дію засобів оцінювали за здатністю знижувати рівень глюкози на максимумі розвитку гіперглікемії після навантаження глюкозою (3 г/кг) і за величиною інтегрального показника площі під глікемічними кривими (AUCglu, (Методичні рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001).

Динаміку антигіперглікемічної дії збору визначали протягом 6 годин на моделі гіперглікемії, викликаної дексаметазоном у щурів (5 мг/кг підшкірно протягом 4-х діб). На 2-х моделях ЦД, що характеризуються відносною та абсолютною недостатністю інсуліну, антигіперглікемічну дію визначали як вказано нижче при описанні цих моделей.
Визначення антиоксидантних властивостей фітоглюнору проводили на моделі ПТГ у щурів. Ступінь інтенсивності перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) оцінювали за вмістом у гомогенаті печінки продуктів, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (ТБК-реактантів) (Стальная И.Д., Гаришвили Т.Г., 1977) і відновленого глутатіону (ВГ) (Beutler E.D. et. al., 1963). Потенційну мембраностабілізувальну дію збору вивчали порівняно зі збором "Арфазетин" (18 мл/кг) та вітаміном Е (18 мг/кг) за методом визначення спонтанного лізису еритроцитів (Jager F.S., 1968).

Антидіабетичну дію збору «Фітоглюнор» вивчали на моделях переддіабетичного стану і ЦД різного ґенезу. Стан переддіабету відтворювали на щурах підшкірним введенням дексаметазону (0,125 мг/кг протягом 14 діб) трьохмісячним тваринам (Полторак В.В. та співав., 2000). 
Експериментальний діабет типу 2 викликали за допомогою дексаметазону (0,125 мг/кг протягом 21 доби підшкірно) у старих щурів (Методичні рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001). На відміну від попередньої моделі, введення дексаметазону старим щурам викликає не тільки зниження чутливості периферичних тканин до дії інсуліну та погіршення толерантності до глюкози, а також призводить до розвитку помірної базальної гіперглікемії (Полторак В.В. та співав., 2000). Доведено, що зниження утилізації глюкози адипоцитами після ін'єкції дексаметазону є наслідком його прямого впливу на експресію транспортерів глюкози GLUT1 та GLUT4, що призводить до розвитку ІР (Buren J. et. al., 1999). Таким чином, дексаметазоновий діабет у старих щурів дозволяє відтворити головні патогенетичні механізми ЦД типу 2 (порушення секреції інсуліну та розвитку інсулінорезистентності), що спостерігаються у хворих. 
Збори «Фітоглюнор» і «Арфазетин» в обох випадках (стан переддіабету та ЦД типу 2) вводили протягом всього періоду досліду внутрішньошлунково у дозі 18 мл/кг за 1 годину до введення дексаметазону. Контрольні тварини отримували воду.
Абсолютну інсулінову недостатність (АІН) викликали підшкірним введенням алоксану (Методичні рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001). Засоби вводили внутрішньошлунково два рази на день в дозі 9 мл/кг щодня за два тижні до моделювання АІН та протягом всього експерименту (35 діб). Загальна добова доза кожного засобу склала 18 мл/кг. Базальну глікемію визначали в динаміці: вихідний рівень, на 3-тю добу після введення алоксану (період гострої гіперглікемії) та на 35-ту добу досліду (період патології, після якого відбувається спонтанне одужання тварин в контрольній групі).
Інтенсивність порушення вуглеводного обміну характеризували за рівнем базальної глікемії, ступенем порушення толерантності до глюкози (ВЧТТГ) і зниженням чутливості до дії інсуліну периферичних тканин (у короткому інсуліновому тесті (Akinmocun A. et. al., 1992). Додатково у сироватці крові визначали вміст піровиноградної кислоти (ПВК) (Камышников В.С., 2000) та глікогену у печінці (Прохорова М.И., Тупикова З.Н., 1965). Стан ліпідного обміну оцінювали за вмістом загального холестерину (ЗХС); загальних ліпідів (ЗЛ); тригліцеридів (ТГ); ліпопротеїдів низької та високої щільності (ЛПНЩ і ЛПВЩ). З показників білкового обміну у сироватці крові визначали вміст загального білка і сечовини (Камышников В.С., 2000). Інтенсивність процесів ПОЛ оцінювали за вмістом у тканинах печінки дієнових кон‘югатів (ДК), ТБК-реактантів (Стальная И.Д., Гаришвили Т.Г., 1977), стан АОС – за рівнем ВГ у гомогенаті печінки (Bentler E.D. et al., 1963) і церулоплазміну у сироватці крові (Камышников В.С., 2000). Для оцінки коагуляційних властивостей крові визначали час згортання крові і вміст фібриногену у плазмі крові (Меньшиков В.В. и соавт., 1987). Гістологічне дослідження структури тканин підшлункової залози (ПЗ) проводили уніфікованими світлооптичними методами (Меркулов Г.А., 1969, Автандилов Г.Г.,1980).
На моделях ПТГ та дексаметазонового ЦД у щурів визначали гепатопротекторну дію збору. Оцінювали зовнішньосекреторну функцію печінки (Методичні рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001), показники інтенсивності жовчовиділення, концентрації жовчних кислот і холестерину у жовчі (В.П.Мірошниченко зі співав., 1978), активність ферментів цитолізу у сироватці крові аланін- та аспартатамінотрансферази (ALT і AST) ( за методом S. Reitman, S.A. Frankel, ступінь запального процесу – за рівнем лужної фосфатази (ЛФ) (Камышников В.С., 2000).

Вивчення можливої ульцерогенної дії і вплив збору „Фітоглюнор” на секрецію шлункового соку у щурів проводили за методом Андрєєвої  А.І. і Шарової С.А. (1978), гостру токсичність вивчали при однократному внутрішньошлунковому введенні (Метод. рекомендації ДФЦ МОЗ, 2001).

Експериментальні дані обробляли методами варіаційної статистики за допомогою стандартного пакету статистичних програм «Statistica, v. 6,0». Площу під глікемічними кривими розраховували за допомогою програми «MedCalk, v. 9.3.7.0». Значущість відмінностей між експериментальними групами визначали за допомогою параметричних критеріїв Ньюмена-Кейлса і Фішера LSD та непараметричного критерію U Мана-Уітні при р<0,05 (Халафян А.А., 2007). 

Результати досліджень та їх обговорення. Введення збору «Фітоглюнор» у діапазоні доз 6-24 мл/кг нормоглікемічним щурам не викликало зниження базальної глікемії, що свідчить про відсутність гіпоглікемічних властивостей у фітокомпозиції. Проте, за умов гострої гіперглікемії (під час глюкозного навантаження) встановлено, що найбільшу активність збір виявляє у дозі 18 мл/кг: рівень глюкози у крові тварин достовірно знижувався на 15-й хв. тесту. Збільшення дози до 24 мл/кг не приводило до статистично достовірного підвищення активності збору, тому для подальших досліджень була обрана доза 18 мл/кг. Результати дослідження на моделі ПТГ у щурів підтвердили високу активність збору у дозі 18 мл/кг. Під впливом фітоглюнору значення AUCglu дорівнювали значенням тварин з групи інтактного контролю.
Враховуючи важливу участь оксидативного стресу у розвитку діабетичних ангіопатій (Defronzo R.A., 2009), за умов ПТГ визначали стан системи ПОЛ/АОС дослідних щурів. Встановлено, що фітоглюнор чинить більш виражену антиоксидантну дію ніж препарат порівняння збір «Арфазетин» – достовірно знижує вміст ТБК-реактантів у гомогенатах печінки тварин до рівня інтактного контролю. Обидва виучувані збори з однаковою виразністю підвищували рівень відновленого глутатіону.
Підтвердженням антиоксидантних властивостей збору «Фітоглюнор» є результати вивчення мембраностабілізувальної дії. Активність фітокомпозиції була на рівні антиоксиданту вітаміну Е (52% і 53% відповідно), та переважала дію арфазетину, який недостовірно зменшував лізис еритроцитів на 35%.

Антиоксидантна дія фітоглюнору забезпечується наявністю великої кількості різноманітних поліфенольних сполук, що містяться у рослинах збору: дубильними речовинами, фенолкарбоновими і оксикоричними кислотами брусниці, цикорію та споришу, флаволігнанами та флавоноїдами розторопші плямистої. (Ковальов В.М. та співав., 2000, Chin-Yuan Hsu, 2006, Crocenzi F.A., Roma M.G., 2006).
Під час вуглеводного навантаження у кролів доведено виражену антигіперглікемічну ефективність фітоглюнору, який пригнічує розвиток аліментарної гіперглікемії на 34%. Це свідчить про гальмуючий вплив збору на розвиток постпрандіальної гіперглікемії, яка виникає через порушення утилізації глюкози периферичними тканинами, у першу чергу м'язами (Defronzo R.A., 2009) і є головною причиною виникнення кардіоваскулярних ускладнень у хворих на ЦД типу 2 (Паньків В.І., 2007).

Отже, збір «Фітоглюнор» поліпшує толерантність тканин до глюкози, виявляє виразну антигіперглікемічну, антиоксидантну, мембраностабілізувальну дію. За виявленням останньої збір "Фітоглюнор" не поступається відомому антиоксиданту вітаміну Е. Особливо важливим елементом фармакодинаміки фітоглюнору є здатність знижувати постпрандіальну гіперглікемію.

Доведено, що основним інтегральним патогенетичним механізмом навколо якого формується каскад метаболічних та гемодинамічних порушень за умов ЦД типу 2 є інсулінорезистентність (ІР). Відсутність гальмуючого впливу інсуліну щодо процесів глюконеогенезу у печінці та ліполізу у жировій тканині призводить до підвищення синтезу вільних жирних кислот (ВЖК), які стимулюють у печінці процес глюконеогенезу та утворення тригліцеридів. Надлишок ВЖК призводить до ліпотоксичності: ще більшого стимулювання глюконеогенезу, що викликає зниження чутливості інсулінорецепторів та інгібування функціональної активності (-клітин – розвивається ІР та у подальшому цукровий діабет (Poitout V., Robertson R.P., 2002). 

Оскільки метаболічні порушення, що спричиняють розвиток ЦД типу 2, виникають задовго до його клінічної маніфестації, їх фармакологічну корекцію необхідно починати вже на стадії переддіабету, яка характеризується ІР, порушеною толерантністю до вуглеводів, порушенням ліпідного обміну та ін. Тому завданням наступного етапу стало дослідження захисної дії збору «Фітоглюнор» щодо розвитку інсулінорезистентності на моделі ПТГ у щурів (стан переддіабету), викликаної дексаметазоном (рис.1).
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Рис. 1. Антигіперглікемічна та антиоксидантна дія збору «Фітоглюнор» на моделі ПТГ у щурів.

Примітка. ік ( інтактний контроль; кп ( контрольна патологія; зФ ( патологія+збір "Фітоглюнор" (18 мл/кг); зА ( патологія+збір "Арфазетин" (18 мл/кг); * ( відмінності достовірні щодо інтактного контролю, р<0,05; ** ( відмінності достовірні щодо контрольної патології, р<0,05; *** – відмінності достовірні щодо збору «Арфазетин».
Збір «Фітоглюнор» при профілактичному застосуванні підвищував толерантність до глюкози (значення площі під глікемічними кривими дорівнювали значенням у інтактних тварин), нормалізовував ліпідний обмін та відновлював антиоксидантний статус (рис.1). 

Збір «Арфазетин» виявив аналогічну дію стосовно ліпідного обміну, але за впливом на показники AUCglu і ПОЛ поступався збору «Фітоглюнор»: вміст ДК знижувався до рівня інтактного контролю, проте вміст ТБК-реактантів залишався високим (рис. 1). Таким чином, порівняння ефективності зборів свідчить на користь збору «Фітоглюнор».
Аналіз даних, отриманих на моделі переддіабету у щурів та вивчення антиоксидантних та мембраностабілізувальних властивостей, дозволив припустити комплексну антидіабетичну дію збору «Фітоглюнор», що вимагало експериментального підтвердження.
На моделі ЦД типу 2, викликаного дексаметазоном, за умов відносної недостатності інсуліну, профілактичне введення зборів «Фітоглюнор» і «Арфазетин» суттєво знижувало прояви діабетогенної дії дексаметазону (рис.2). У дослідних тварин відзначали підвищення чутливості периферичних тканин до дії інсуліну та поліпшення толерантності до глюкози (значення AUCglu і коефіцієнту чутливості до інсуліну (КЧІ) дорівнювали значенням у інтактних тварин). Відновлення пулу глікогену та рівня ПВК свідчило про нормалізацію вуглеводного обміну та енергоутворення.
	[image: image8.emf]%

**

**

*

0

10

20

30

40

50

60

ік кп зФ зА

базальна глікемія, ммоль/л
	AUCglu, ммоль/л∙хв[image: image9.emf]ммоль/л∙хв

** **

*

0

500

1000

1500

2000

ік кп зФ зА


	[image: image10.emf]**

**

*

0

2

4

6

8

10

ік кп зФ зА

глюкоза, ммоль/л

КЧІ, %


Рис.2. Вплив збору «Фітоглюнор» на показники вуглеводного та ліпідного обмінів щурів з дексаметазоновим діабетом.

Примітка. ік ( інтактний контроль; кп ( контрольна патологія; зФ ( патологія+збір "Фітоглюнор" (18 мл/кг); зА ( патологія+збір "Арфазетин" (18 мл/кг); * ( відмінності достовірні щодо інтактного контролю, р<0,05; ** ( відмінності достовірні щодо контрольної патології, р<0,05.
На ліпідний обмін фітоглюнор впливав більш виразно ніж арфазетин (рис.3). 
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Рис.3. Вплив збору «Фітоглюнор» на показники ліпідного обміну щурів з дексаметазоновим діабетом.

Примітка. ік ( інтактний контроль; кп ( контрольна патологія; зФ ( патологія+збір «Фітоглюнор» (18 мл/кг); зА ( патологія+збір «Арфазетин» (18 мл/кг); * ( відмінності достовірні щодо інтактного контролю, р<0,05; ** ( відмінності достовірні щодо контрольної патології, р<0,05; *** ( відмінності достовірні щодо препарату порівняння, р<0,05.
На відміну від препарату порівняння фітоглюнор сприяв нормалізації вмісту ТГ у сироватці крові щурів. Знижений рівень цього показника опосередковано свідчить про послаблення ліпотоксичності на рівні печінки, м’язів та панкреатичних (-клітин та, як наслідок, зменшення інсулінорезистентності. Показники ЗХ, ЛПНЩ і ЛПВЩ також дорівнювали значенням інтактного контролю. Виявлений позитивний вплив збору «Фітоглюнор» на ліпідний профіль, зокрема рівень ТГ, може бути одним з механізмів в реалізації його антигіперглікемічних та антиатерогенних властивостей. Динаміка показників ПОЛ також була спрямована на відновлення їх фізіологічного рівня. Препарат порівняння знижував рівень ЗХ і виявив слабку тенденцію до підвищення вмісту ЛПВЩ у крові. Достовірно нижчі значення рівня ТБК-реактантів у порівнянні як з інтактним контролем так і зі збором «Фітоглюнор» у сполученні зі зниженим вмістом ВГ вказують на виснаження як субстрату ПОЛ у мембранах клітин, так і АОС.

Результати гістоморфологічного аналізу тканини ПЗ свідчать про збереженість або відновлення функціональної активності інсулярного апарату ПЗ експериментальних щурів під впливом досліджуваних засобів: знижувалися прояви деструкції, атрофії острівців ПЗ. Поява великої кількості ”перехідних” клітин серед ацинарної тканини та відновлення кількісного та якісного вмісту клітин інсулярного апарату свідчить про посилення репаративних процесів у ПЗ. Наведені зміни були більш виразними під впливом фітоглюнору.
Отже, за умов відносної інсулінової недостатності збір «Фітоглюнор» виявляє антигіперглікемічну та антидіабетичну дію за рахунок зменшення проявів інсулінорезистентності, підвищення толерантності до глюкози, нормалізації ліпідного профілю та відновлення балансу у системі ПОЛ/АОС. За виразністю антидіабетичних властивостей збір «Фітоглюнор» переважає препарат порівняння, збір «Арфазетин».
При тривалому стані ІР відбувається неухильне виснаження (-клітин, що з часом призводить до втрати їх функціональної активності, пошкодження та недостатності інсуліну і як наслідок, до розвитку ЦД. Тому, наступною метою стало визначення антидіабетичних властивостей збору «Фітоглюнор» за умов абсолютної інсулінової недостатності, яку моделювали алоксаном.

Результати дослідження показали виражену ефективність фітоглюнору, який за активністю деяких параметрів переважав активність арфазетину (табл.1). Профілактичне введення нової фітокомпозиції сприяло відновленню фізіологічного рівня базальної глікемії і підвищенню толерантності до глюкози. Зміни показників білкового і ліпідного обмінів також мали позитивну динаміку. Відновлювалися реологічні властивості крові. Покращення вуглеводного обміну відобразилося й на функціональному стані АОС: суттєво підвищувався вміст ВГ у печінці та церулоплазміну у сироватці крові тварин (рис.4). 

Зважаючи на те, що синтез церулоплазміну та фібриногену відбувається у печінці, можна передбачити відновлення функціонального стану цього органу, підтвердженням чого стало зниження активності ALT і AST і нормалізація МК печінки.
Таблиця 1
Вплив зборів «Фітоглюнор» та «Арфазетин» на показники глюкозного гомеостазу щурів з алоксановим діабетом (M±m)

	Термін 

спостереження
	Групи тварин

	
	інтактний

контроль

(n=6)
	контрольна

патологія 

(алоксан, n=9)
	Збір «Фітоглюнор»
18 мл/кг + 

алоксан (n=8)
	Збір «Арфазетин»
18 мл/кг +

алоксан (n=7)

	базальна глікемія, ммоль/л

	вихідні дані
	3,55(0,34
	3,23(0,28
	3,61(0,47
	3,84(0,25

	3 доба
	3,93(0,44
	27,09(2,33*
	16,94(2,26*
	17,52(2,57*/**

	35доба
	3,77(0,24
	13,86(1,31*
	5,60(0,68**
	8,77(1,50*/**

	AUCglu, ммоль/л∙хв (ВОТТГ, глюкоза 3 г/кг)

	35доба
	689,00(
37,72
	2629,43(
178,15*
	1079,67(
124,14**
	1175,97(
135,34**


Примітка. * ( відмінності достовірні щодо інтактного контролю, р<0,05; ** ( відмінності достовірні щодо контрольної патології, р<0,05.
Зниження вмісту ТБК-реактантів та ДК у гомогенаті печінки вказувало на нормалізацію процесів ПОЛ (рис.4). 
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Рис.4. Вплив збору «Фітоглюнор» на показники ліпідного, білкового обмінів і систему ПОЛ/АОС щурів за умов алоксанового діабету.
Примітка. ік ( інтактний контроль; кп ( контрольна патологія; зФ ( патологія+збір «Фітоглюнор» (18 мл/кг); зА ( патологія+збір «Арфазетин» (18 мл/кг); * ( відмінності достовірні щодо інтактного контролю, р<0,05; ** ( відмінності достовірні щодо контрольної патології, р<0,05.

На морфологічному рівні під впливом фітоглюнору у тканині ПЗ відмічали збереженість структури панкреатичних острівців: їх об'єм та чисельність були аналогічними інтактним тваринам (рис.5). Відбувалося посилення репаративних процесів у ендокринній частині ПЗ, на що вказувала наявність значної кількості «перехідних» клітин, які проникали з оточуючої ацинарної тканини у середину острівця. 
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Рис.5. Підшлункова залоза: а ( інтактного щура; б ( після введення алоксану (спустошення центральної частини острівця (зменшення числа (-клітин); в ( після введення збору «Фітоглюнор» на тлі алоксану (практично нормальний панкреатичний острівець); г ( після введення збору "Арфазетин" на тлі алоксану (спустошення центру острівця). Гематоксилін-еозин, х 250.
На моделі алоксанового діабету збір «Арфазетин» чинив менш виразну антидіабетичну дію ніж новий збір «Фітоглюнор». Так, значення базальної глікемії хоча й були достовірно нижчими за значення діабетичного контролю, але не досягали рівня інтактних тварин. Була меншою й виживаність тварин, 73% проти 82% у групі фітоглюнору. Під дією збору «Арфазетин» на моделі алоксанового діабету відмічали нормалізацію рівня загального білка та невиразну тенденцію до зниження вмісту ALT у сироватці крові. Проте, вміст ЛПНЩ, сечовини, глікогену та AST і МК печінки залишався підвищеним, що вказує на функціональну напругу печінки і може бути пов’язано з тривалою стимулюючою дією елеутерококу, який входить до складу збору. Відсутність позитивної динаміки маси тіла щурів свідчить про неповне відновлення загальнотрофічних процесів у організмі тварин цієї групи, що підтверджує наведені висновки. На морфологічному рівні арфазетин також виявляв захисну дію щодо інкреторного апарату ПЗ, але у меншому ступені ніж фітоглюнор.

Таким чином, зіставляючи отримані дані, можна зробити висновок, що арфазетин на моделі алоксанового діабету поступається фітоглюнору за здатністю нормалізувати вуглеводний обмін, за виразністю гіполіпідемічної дії, а саме за спроможністю знижувати рівень ЛПНЩ, що вигідно відрізняє збір "Фітоглюнор" від препарату порівняння.

Аналіз отриманих даних дозволив виділити декілька можливих механізмів антидіабетичної дії збору «Фітоглюнор», яка пов’язана як з позапанкреаторним впливом на вуглеводний обмін, так і з безпосереднім впливом на підшлункову залозу. По-перше, позапанкреаторна дія збору відбувається через сповільнення всмоктування глюкози у ШКТ завдяки обволікаючим властивостям слизу насіння льону посівного та плодів розторопші плямистої. По-друге – через посилення збором елімінації глюкози з кровотоку за рахунок покращення утилізації глюкози в периферичних тканинах та печінці. По-третє, можна припустити, що фітоглюнору притаманна м'яка стимуляція секреції інсуліну, яка реалізується за рахунок інуліну – важливої діючої речовини збору. Встановлено, що інулін впливає на секрецію інтестинальних гормонів GIP и GLP-1, які виявляють глюкозостимулювальну дію на секрецію інсуліну (Catherine A. D., et al., 2000, Delzenne N.M. et al., 2005). По-четверте, для трави спориша та насіння льону посівного встановлена цинкзберігаюча дія (Носов А.М., 2000, Ковальов В.М. зі співав. 2000). Відомо, що цинк відіграє важливу роль у поліпшенні мікроциркуляції у ПЗ та відновленні її інсулінопродукуючої функції (Кит С.М., Турчин И.С., 1986, Prasad K., 1998, Obert B. et al., 2005). По-п’яте, поліфенольні сполуки рослин збору зменшують концентрацію пероксидних ліпідів у крові тварин, зміцнюючи мембрани органел і клітин, у тому числі й ПЗ, та попереджають, таким чином, деструкцію (-клітин панкреатичних острівців, що цілком підтверджується результатами гістологічних досліджень. Цей механізм поряд з іншими забезпечує лікувально-профілактичну дію рослинних поліфенолів. І не менш важливою є шоста складова антидіабетичної дії збору «Фітоглюнор» – його виражена антигіперліпідемічна дія і насамперед властивість нормалізувати показники діабетичної тріади: рівень тригліцеридів, ЛПНЩ та ЛПВЩ, що дозволяє знизити ризик розвитку серцево-судинних ускладнень у хворих на ЦД типу 2. Антигіперліпідемічні та антиатерогенні властивості забезпечуються наявністю у зборі плодів розторопші плямистої, насіння льону посівного та кукурудзяних рилець (Носов А.М., 2000, Ковальов В.М., 2000, Кьосев П.А , 2001). Поряд з цим, позитивний вплив фітоглюнору на ліпідний обмін, а саме здатність знижувати рівень ТГ, опосередковано вказує на зниження рівня ВЖК і зниження ліпотоксичності. Це є одним з механізмів зниження фітоглюнором ІР та глюконеогенезу у печінці, які лежать в основі гіперглікемії. 
Враховуючи, що серед ускладнень ЦД значне місце займають захворювання гепатобіліарного тракту (стеатоз печінки, стеатогепатити), представляло інтерес дослідити гепатопротекторну дію збору «Фітоглюнор» за умов ПТГ та дексаметазонового діабету у щурів. Встановлено, що зрушення вуглеводного і ліпідного обмінів призводять до істотного погіршення функціонального стану печінки щурів: знижується екскреторна, синтетична і детоксикаційна функції органу, активуються процеси цитолізу. Причому, найбільш виразно ці зміни відбувалися за умов ЦД, тобто при тривалому перебігу патології. 
Збір «Фітоглюнор» відновлював жовчосекреторну і жовчовидільну функції органу, знижував активність цитолітичних ферментів. За даними літератури плодам розторопші плямистої, курудзяним стовпчикам та кореням цикорію притаманна жовчогінна дія (Самигулина Л.И., Лазарева Д.Н., 2004). Проте, у нашому експерименті такого ефекту встановлено не було, відзначалося тільки відновлення секреції жовчі до фізіологічного рівня, що певно є позитивним моментом, так як дозволить застосовувати засіб і у хворих з дискінезією жовчних шляхів. Препарат порівняння виявив слабшу дію. Для арфазетину було характерним підвищення вмісту жовчних кислот з одночасним зниженням холестерину у жовчі, що пояснюється активацією процесів утилізації холестерину в печінці. Проте достовірне зниження МК печінки та високий вміст ЛФ вказують на те, що позитивні процеси відбуваються на межі виснаження функціонального резерву органу. Інші досліджувані показники наближалися до рівня інтактних тварин. 
Отже, за результатами проведеного дослідження встановлені виразні гепатопротекторні властивості збору «Фітоглюнор», які забезпечуються флаволігнанами розторопші плямистої, флавоноїдами льону посівного, кукурудзяних рилець та трави спориша. За проявом гепатопротекторних властивостей збір «Фітоглюнор» переважає препарат порівняння збір «Арфазетин».

Дослідження деяких параметрів токсичності збору «Фітоглюнор» дозволило встановити, що збір при внутрішньошлунковому однократному введенні відноситься до V класу токсичності (практично нетоксичні речовини), не впливає на секреторну функцію шлунка та не чинить ульцерогенної дії на слизову оболонку шлунка.
Таким чином, результати фармакологічного вивчення збору «Фітоглюнор» підтверджують доцільність його подальшого впровадження як ефективного антидіабетичного засобу для застосування у комплексній фармакотерапії ЦД та інсулінорезистентних станів. Вагомим обґрунтуванням впровадження у медичну практику збору "Фітоглюнор" є достатність сировинної бази.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі теоретично обґрунтована доцільність створення рослинного антидіабетичного засобу і експериментально доведена перспективність використання нового вітчизняного збору «Фітоглюнор» у медичній практиці. Аналіз результатів проведених досліджень дозволяє зробити висновок, що ефективність збору «Фітоглюнор» обумовлена його комплексним механізмом антидіабетичної дії. У результаті вивчення фармакологічної дії збору встановлені антигіперглікемічні, гіполіпідемічні властивості, спроможність прискорювати елімінацію глюкози з крові, гальмувати розвиток постпрандіальної гіперглікемії, ПТГ та відновлювати баланс у системі ПОЛ/АОС. 

1. Під час вуглеводного навантаження на нормоглікемічних щурах і тваринах з порушеною толерантністю до глюкози, викликаною дексаметазоном, визначена максимальноефективна доза збору «Фітоглюнор» за антигіперглікемічною активністю ( 18 мл/кг. 

2. Збір «Фітоглюнор» пригнічує розвиток постпрандіальної гіперглікемії у кролів, яку моделювали навантаженням глюкозою, виявляє антиоксидантні та мембраностабілізувальні властивості. За виразністю останніх збір не поступається вітаміну Е.
3. На стадії переддіабету у щурів збір «Фітоглюнор» гальмує метаболічні прояви інсулінорезистентності: підвищує чутливість тканин до дії інсуліну, поліпшує толерантність до глюкози, зменшує рівень ЛПНЩ та тригліцеридів у крові та відновлює рівновагу процесів ПОЛ і АОС. Виразність фармакологічних властивостей нової фітокомпозиції у цілому співвідносна з активністю препарату порівняння збору «Арфазетин», а за деякими параметрами (антиоксидантною, гіполіпідемічною дією) його переважає.

4. За умов відносної недостатності інсуліну, модельованої дексаметазоном у щурів, збір «Фітоглюнор» при лікувально-профілактичному введенні поліпшує чутливість тканин до дії інсуліну, підвищує толерантність до глюкози, відновлює показники ліпідного обміну, баланс у системі ПОЛ/АОС та виявляє виразну панкреатозахисну дію.

5. За умов абсолютної інсулінової недостатності, викликаної алоксаном, збір «Фітоглюнор» поліпшує вуглеводний і білковий обміни та відновлює ліпідний профіль тварин з цукровим діабетом. За антигіперглікемічною, гіполіпідемічною, панкреатозахисною дією і впливом на процеси ПОЛ збір «Фітоглюнор» переважає збір «Арфазетин».

6. Визначено гепатопротекторні властивості збору «Фітоглюнор» за умов переддіабетичного стану та дексаметазонового діабету у щурів, за виразністю яких нова фітокомпозиція переважає препарат порівняння збір «Арфазетин».

7. За токсикологічними параметрами при внутрішньошлунковому введенні збір «Фітоглюнор» відноситься до V класу токсичності (практично нетоксичні речовини), не впливає на секрецію шлункового соку та не чинить ульцерогенної дії.
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АНОТАЦІЯ

Кошова О.Ю. Експериментальне обґрунтування клінічного застосування антидіабетичного рослинного збору «Фітоглюнор».– Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата фармацевтичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. – Національний фармацевтичний університет, Харків, 2011.
Проведено фармакологічне вивчення збору лікарських рослин «Фітоглюнор», до складу якого входять: лист брусниці, плоди розторопші плямистої, корінь цикорію, трава споришу, насіння льону звичайного, рильця кукурудзи. 
Встановлено, що збір «Фітоглюнор» виявляє антигіперглікемічні, антиоксидантні, мембраностабілізувальні і гепатопротекторні властивості, спроможність гальмувати розвиток постпрандіальної гіперглікемії, поліпшує чутливість тканин до дії інсуліну та підвищує толерантність до глюкози. Вказана фармакодинаміка забезпечує виражені антидіабетичні властивості збору „Фітоглюнор” у дозі 18 мл/кг при порушеній толерантності до глюкози та експериментальних моделях ЦД: дексаметазонового та алоксанового діабету у щурів.

Збір «Фітоглюнор» відноситься до класу практично нетоксичних речовин за класифікацією К.К. Сидорова, не чинить ульцерогенної дії та не впливає на секреторну функцію шлунка.
Збір «Фітоглюнор» є перспективним для подальшого доклінічного дослідження з метою впровадження його у клінічну практику як антидіабетичного засобу для корекції інсулінорезистентних станів і цукрового діабету у комплексі з антидіабетичними засобами.
Ключові слова: фітозбір, цукровий діабет, інтолерантність до глюкози, інсулінорезистентність, антидіабетична дія.
АННОТАЦИЯ

Кошевая Е.Ю. Экспериментальное обоснование клинического применения антидиабетического растительного сбора «Фитоглюнор».– Рукопись.
Диссертация на соискание научной степени кандидата фармацевтических наук по специальности 14.03.05 – фармакология.– Национальный фармацевтический университет, Харьков, 2011.

Проведено фармакологическое изучение сбора лекарственных растений «Фитоглюнор», в состав которого входят лист брусники, плоды расторопши пятнистой, корень цикория, трава спорыша, семя льна посевного, рыльца кукурузы. 
Установлено, что сбор «Фитоглюнор» не снижает уровень базальной гликемии у здоровых животных, что свидетельствует об отсутствии у него гипогликемических свойств. В то же время на фоне гипергликемии, вызванной нагрузкой глюкозы как у нормогликемических так и у животных с нарушенной толерантностью к глюкозе, сбор достоверно снижает уровень глюкозы в дозе 18 мл/кг, что позволяет констатировать наличие антигипергликемических свойств. 
В условиях глюкозной нагрузки фитоглюнор снижает уровень постпрандиальной глюкозы у кролей, что является важным дополнением фармакодинамики сбора, так как доказано, что именно постпрандиальная гипергликемия является главной причиной развития сосудистых осложнений при сахарном диабете. 
На модели интолерантности к глюкозе установлены антиоксидантные свойства фитоглюнора, подтверждением которых стали результаты изучения мембраностабилизирующего действия. В сравнительном аспекте по выраженности мембраностабилизирующего эффекта фитоглюнор в дозе 18 мл/кг не уступает витамину Е и превосходит арфазетин.
В результате изучения фармакодинамики сбор «Фитоглюнор» показал антигипергликемические, антиоксидантные, мембраностабилизирующие свойства, а также выявил способность угнетать развитие постпрандиальной гипергликемии, что позволило предположить комплексное антидиабетическое действие сбора.

На стадии предиабета сбор «Фитоглюнор» при профилактическом введении крысам повышает толерантность к глюкозе, снижает уровень липидов и выраженность процессов ПОЛ. Препарат сравнения оказывает аналогичное действие в отношении липидного обмена, но по способности нормализовать углеводный обмен и показатели ПОЛ уступает новому сбору «Фитоглюнор».
На экспериментальных моделях сахарного диабета, вызванного дексаметазоном (относительная недостаточность инсулина) и аллоксаном (абсолютная инсулиновая недостаточность), сбор «Фитоглюнор» оказывает выраженное антидиабетическое действие. При лечебно-профилактическом введении крысам фитоглюнор снижает уровень глюкозы в крови животных с диабетом, снижает инсулинорезистентность, повышает толерантность к глюкозе и гликогенсинтетическую функцию печени, оказывает панкреатозащитное действие. На данных моделях выявлены выраженные гиполипидемические и антиатерогенные свойства, а также способность нормализовать баланс в системе ПОЛ/АОС. По выраженности антигипергликемического, гиполипидемического действия и влияния на процессы ПОЛ сбор «Фитоглюнор» достоверно превосходит сбор «Арфазетин».
Анализ полученных данных, а также данных литературы, позволил выделить несколько возможных механизмов антидиабетического действия фитоглюнора. Первое, это улучшение чувствительности тканей к действию инсулина и повышение толерантности к глюкозе. Второе, можно предположить, что фитоглюнор стимулирует секрецию глюкозы за счет инулина, который влияет на секрецию интестинальных гормонов GIP и GLP-1. Известно, что последние оказывают глюкозостимулирующее действие на секрецию инсулина. Третье, полифенольные соединения растений сбора уменьшают концентрацию пероксидных липидов в крови, уплотняя мембраны клеток и органелл, в том числе и поджелудочной железы, предупреждая таким образом, деструкцию (-клеток, что подтверждается результатами гистологических исследований. И не менее важным является способность фитоглюнора нормализовать показатели диабетической триады: уровень триглицеридов, ЛПНП и ЛПВП, что позволяет снизить риск развития сосудистых осложнений у больных сахарным диабетом типа 2. Эти свойства обеспечиваются плодами расторопши, семенем льна и кукурузными рыльцами. Установленные гепатопротекторные свойства фитоглюнора, по выраженности которых превосходит сбор «Арфазетин», также играют важную роль в реализации антидиабетического действия сбора. 
Сбор «Фитоглюнор» относится к классу практически нетоксичных веществ, не влияет на секрецию желудочного сока и не оказывает ульцерогенного действия.

Сбор «Фитоглюнор» является перспективным для дальнейшего доклинического исследования с целью внедрения его в клиническую практику как антидиабетического препарата для коррекции инсулинорезистентных состояний и сахарного диабета в комплексе с антидиабетическими средствами.

Ключевые слова: фитосбор, сахарный диабет, интолерантность к глюкозе, инсулинорезистентность, антидиабетическое действие.
SUMMARY

Koshevaya E.Y. Experimental basis of clinical application natural antidiabetic phytocomposition “Phytoglunor”.( Manuscript.

Dissertation on obtaining an academic degree of phamaceutical sciences candidate in speciality 14.03.05 – Pharmacology. – National University of Ukraine, Kharkov, 2011.

It was carried out a pharmacological research of a new medicinal plants composition “Phytoglunor”. It composes from cowberry leaves, Saint-Mary-thistle fruits, chicory root, doorweed grass, lint semen, maize stigmatis.

It was established that the composition «Phytoglunor» has a wide spectrum of pharmacological activity: a potent antihyperglycemic, antioxidative and membrane stabilizing activity and hepatoprotective properties, the ability to force the elimination of glucose from the blood and to inhibit the progress of postprandial hyperglycemia. 

The prophylaxis medication of composition «Phytoglunor» in 18 mg/kg of body weight prevent the development of glucose tolerance disorder in rats and improve the tissue’s sensitivity to the insulin effect. 

Phytocomposition “Phytoglunor” belong to class of practically untoxic substances. It doesn’t have influence on secretory function of stomach and ulcerogenic action.
Phytocomposition «Phytoglunor» is perspective for future preclinical research as antidiabetic medicine for correction of insulinresistant states and diabetes mellitus. It is perspective for single-drug and complex therapy.

Key words: phytocomposition, diabetes mellitus, glucose intolerance disorder, insulinresistance, antidiabetic activity.
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