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ПЕРЕДМОВА 

Доклінічні випробування лікарських засобів є обов'язковим та одним з найважливі­
ших етапів створення лікарських засобів. Відповідне виконання всього комплексу 
дослідницьких процедур та операцій з вивчення нешкідливості та специфічної актив­
ності потенційних лікарських засобів гарантує у подальшому їх безпечність і високу 
терапевтичну ефективність за умов клінічного застосування. 

Створення у нашій державі ефективної системи доклінічних випробувань лікар­
ських засобів, яка б повною мірою відповідала міжнародним вимогам, є однією з най­
важливіших задач на шляху розробки ефективних, безпечних конкурентоспромож­
них лікарських препаратів. Не менш важливим завданням є недопущення на внут­
рішній ринок малоефективних лікарських засобів, які не відповідають вимогам без­
печності. 

Все це зумовило необхідність створення даного видання, що має на меті уніфікацію 
методичних підходів до оцінки нешкідливості та специфічної активності лікарських 
засобів. У книзі узагальнено досвід провідних фахівців України з питань пошуку та 
доклінічного вивчення лікарських засобів. Усі методичні рекомендації були схвалені 
науково-експертною радою Державного фармакологічного центру МОЗ України. 

Видання базується на принципах належної лабораторної практики (GLP), що має 
забезпечити вірогідність результатів доклінічних випробувань лікарських засобів та 
гар- • v за т їх безпечність для людини. 

Ъ • к шості до сучасних вимог Європейської хартії про гуманне відношення до 
тва .̂іЛ, з перше значну увагу приділено так званим альтернативним методам (клітин­
ним технологіям) вивчення нешкідливості лікарських засобів з використанням клі­
тинних моделей. 

Видання містить велику кількість експериментальних методик, що використовують­
ся при доклінічному вивченні нешкідливості та специфічної фармакологічної актив­
ності лікарських засобів. З часом воно, безсумнівно, буде доповнюватись та розширю­
ватись. Але й у теперішньому обсязі книга с необхідною і корисною для всіх дослідни­
ків, що мають відношення до створення та виробництва лікарських препаратів, і доз­
волить суттєво підвищити якість експериментальних досліджень у цій галузі. 

Член-кореспондент АМН України О.В.Стефанов 
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Розділ І 

Вступ 

Законодавство з контролю за хімічними сполуками, прийняте країнами-членами Організа­
ції з економічного співробітництва та розвитку (ОЕСР), вимагає від виробника проведення 
лабораторних випробувань та надання результатів цих випробувань уповноваженим держав­
ним органам для оцінки потенційної небезпечності для здоров'я людини та навколишнього се­
редовища препаратів, що виробляються. Основний принцип цього законодавства полягає в 
тому, що оцінка потенційної небезпеки, пов'язаної з дією хімічних речовин, повинна базува­
тися на даних випробувань гарантованої якості. 

Уряд та промисловість дедалі більше уваги приділяють якості випробувань, на яких базу­
ється оцінка факторів ризику. В результаті, країни-учасники ОЕСР уже мають або планують 
розробити критерії для виконання такого роду випробувань. 

Система правил Належної Лабораторної Практики, Good Laboratory Practice (GLP) спря­
мована на забезпечення якості та достовірності даних, отриманих в результаті проведення 
досліджень. Принципи GLP є адміністративною концепцією, яка охоплює організаційний 
процес та умови, за яких лабораторні випробування плануються, виконуються, забезпечуєть­
ся їхній моніторинг, здійснюється реєстрація та зберігання даних, надається звіт про резуль­
тати випробувань. 

З метою запобігання використанню різних схем випробувань, що могло б перешкоджати 
міжнародній торгівлі в галузі хімічних речовин, країни-учасники ОЕСР проголосили необхід­
ність міжнародної уніфікації методів випробувань та використання принципів GLP. 

Використання принципів GLP є надзвичайно важливим для національних органів та ві­
домств, відповідальних за оцінку даних випробувань та визначення небезпечності хімічних 
сполук. Питання якості таких даних має міжнародне значення. Можливість покладатись на 
результати випробувань, виконаних в інших країнах, дозволяє уникнути дублювання дослід­
жень та зайвих витрат. Більше того, принципи і методи GLP полегшують обмін інформацією 
та запобігають виникненню нетарифних бар'єрів для торгівлі. 

Правила GLP для неклінічних лабораторних випробувань, опубліковані в США Управлін­
ням з контролю за якістю харчових продуктів і медикаментів (FDA) у 1976 р., стали основою 
для роботи експертної групи, створеної ОЕСР в рамках спеціальної програми з контролю за хі­
мічними речовинами. В ній взяли участь такі країни га організації, як Австралія, Австрія, Бель­
гія, Великобританія, Греція, Данія, Італія, Канада, Нідерланди, Нова Зеландія, Норвегія, США, 
Франція, ФРН, Швейцарія, Швеція, Японія, Комісія Європейського співтовариства, Всесвіт­
ня організація охорони здоров'я, Міжнародна організація зі стандартизації (ISO/CERT1CO). 

Принципи GLP, сформульовані ОЕСР у 1981 p., передбачають застосування рекомендованих 
стандартів з проведення широкого кола випробувань і мають на меті регламентуючі та законо­
давчі цілі. Принципи GLP поширюються на великий діапазон комерційних хімічних препара­
тів, включаючи пестициди, фармацевтичні та косметичні засоби, промислові хімічні продукти. 

У звіті експертної групи, залученої до розробки принципів GLP, чітко перераховано типи 
випробувань, речовин (препаратів тощо), на які поширюються ці принципи, а саме: 

-- фізико-хімічні властивості; 
- токсикологічні випробування, спрямовані па оцінку впливу (короткострокового та дов­

гострокового) на здоров'я людини; 
- екотоксикологічні випробування, спрямовані на оцінку виливу (короткострокового та 

довгострокового) на навколишнє середовище; 
• - екологічні випробування, спрямовані на оцінку хімічних перетворень у навколишньому 

середовищі (транспорт, біотрансформація і біоакумуляція). 
До загальної класифікації екологічних випробувань включені також випробування, спрямо­

вані на визначення природи та кількості залишків пестицидів, їх метаболітів та пов'язаних із 
ними хімічних сполук щодо стійкості і їх дію через харчові ланцюжки. Єдиним винятком, зга-
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Належна лабораторна практика (GLP) 

даним у доповіді ОЕСР, є випробування, проведені виключно для науково-дослідних робіт та 
з метою моніторингу. 

Найбільший досвід в дотриманні національними організаціями з моніторингу в країнах-чле-
нах ОЕСР вимог GLP на сьогодні накопичено в сферах, що належать до токсикологічних 
(неклінічних) випробувань. Вони традиційно вважаються надзвичайно важливими з огляду 
на охорону здоров'я, тому проведення токсикологічних випробувань є першочерговим завдан­
ням лабораторного випробування. Значну кількість критеріїв адекватного моніторингу в кра-
їнах-учасниках ОЕСР було розроблено на основі досвіду перевірок токсикологічних лабора­
торій. Непогано розроблені і методи моніторингу відповідності GLP для лабораторій, що ви­
конують екотоксикологічні випробування. 

Для полегшення взаємного визнання експериментальних даних, які надаються уповнова­
женим органам країнами-учасниками ОЕСР, необхідна як гармонізація процедур контролю 
дотримання принципів GLP, так і можливість порівняння їх якості та суворого дотримання. 
Розроблено документи, які стали детальним практичним посібником щодо структури, меха­
нізмів та процедур створення взаємоприйнятних у державах-членах ОЕСР національних 
програм моніторингу відповідності принципам GLP. Представлений матеріал стосується пе­
реважно перевірки лабораторій та включає основну частину діяльності інспекторів GLP. Пе­
ревірка лабораторій зазвичай включає часткову перевірку випробувань або спостереження за 
ходом їх проведення, крім того, періодична перевірка випробувань проводиться на вимогу, 
наприклад, контролюючого органу. 

Перевірка лабораторій проводиться з метою визначення ступеню відповідності принципам 
GLP лабораторного устаткування та оснащення, необхідних для проведення випробувань, а 
також самих лабораторних випробувань; крім того, перевірка проводиться з метою визначен­
ня достовірності даних, достатніх для забезпечення належної якості остаточних даних, які 
дозволяють регулюючим органам провести оцінку та прийняти відповідне рішення. 

У цьому документі формулюються і визначаються загальні питання, пов'язані з організаці­
єю випробування, проведенням моніторингу відповідності, проведенням випробування, кон­
тролем якості випробування тощо відповідно до принципів GLP, впроваджених ОЕСР. 

ОСНОВНІ ТЕРМІНИ ТА ПОНЯТТЯ 
Аудит випробувань - порівняння первинних (вихідних) даних та супроводжуючих записів 

з проміжним або заключним звітом з метою визначення точності запису даних, відповідності 
проведення досліджень протоколу випробувань та стандартним операційним процедурам; 
одержання не наданої в звіті додаткової інформації; виявлення допущених у процесі випробу­
вань будь-яких дій, здатних негативно вилинути на достовірність результатів. 

Відповідальний виконавець - особа, відповідальна за весь процес проведення випробуван­
ня. Відповідальний виконавець призначається керівником установи. За призначення відпові­
дального виконавця, керівник установи повинен мати чітке уявлення про обсяги його поточ­
ного та припустимого завантаження. Головний графік робіт перераховує плановані випробу­
вання в розвитку та цілком, і повинен використовуватись як настанова в призначенні відпові­
дального виконавця. У випадку заміни відповідального виконавця в процесі випробування 
(наприклад, у зв'язку зі зміною його роду діяльності), керівник установи повинен детально 
документувати факт заміни, причини заміни і прізвище замінної особи. Крім того, повинна 
бути зафіксована дата вступу заміни в силу. У план випробування повинні вноситись поправ­
ки, що відображають цю заміну, і які підписуються замінним відповідальним виконавцем, ке­
рівником установи та, у разі потреби, Замовником. 

Замінний відповідальний виконавець повинен визначити в момент заміни, чи відповідало 
проведене випробування вимогам GLP, а у випадку яких-небудь невідповідностей, вичерпно 
їх документувати. 
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Розділ І 

ГОЛОВНИЙ графік робіт. Головний графік робіт є дуже важливим та корисним документом, 
що забезпечує ясне розуміння пересування та використання ресурсів. Головний графік робіт 
використовується для оцінки обсягів робіт, що виконані. Він також дозволяє ознайомитися із 
запланованими випробуваннями, як у розвитку, так і в цілому. 

Головний графік робіт, як правило, повинен містити інформацію з наступних пунктів: іден­
тифікаційні атрибути випробування, тест-система, природа випробування, прізвища відпові­
дального виконавця та головних дослідників, а також дати початку та закінчення випробуван­
ня. Доцільно також включити в головний графік робіт додаткову інформацію, таку, наприк­
лад, як дати надання звітів, дата архівування і т.д. 

Головний графік робіт тест-систем повинен відображати загальні відомості про випробуван­
ня, а також особистість відповідального виконавця, тоді як такий же графік для окремого міс­
ця випробування може включати тільки локальні дані і напрямок робіт, а також містити відо­
мості про головного дослідника. 

Деякі лабораторії можуть проводити як регулярні випробування, що підлягають офіційнії! 
звітності, так і нерегулярні (удосконалення методик, фундаментальні наукові випробування і 
т.д.). Нерегулярні випробування можуть проводитись із застосуванням правил GLP, але при 
зниженому контролі якості та знижених вимогах до спеціальної GLP документації. Якщо ла­
бораторія проводить обидва типи випробувань, у головному графіку робіт повинно бути ві­
дображено, які з них є регулярними, а які ні. 

Головний дослідник. Керівник установи у випадку багатоцентрових випробувань повинен 
забезпечити призначення головного дослідника, що має відповідну освіту, кваліфікацію та 
досвід, та розуміння яким вимог GLP достатньо для успішного керівництва фазою випробу­
вання, іцо делегується. Процедура заміни головного дослідника аналогічна процедурі заміни 
відповідального виконавця і встановлюється керівником установи. 

Замовник - юридична або фізична особа, яка доручає та фінансує випробування. 
Зразок - деяка кількість досліджуваної речовини або препарату порівняння. 
Інспектор - особа, яка проводить інспекцію лабораторії від імені уповноваженого націо­

нального органу з моніторингу за дотриманням принципів GLP. 
Інспекція лабораторії - експертиза процедур та існуючої практики проведення випробу­

вань на предмет оцінки ступеня відповідності їх принципам GLP. Під час інспекції вивчають­
ся керівні структури та процедури проведення випробувань в лабораторії, а також проводить­
ся опитування провідного технічного персоналу. У звіті оцінюється якість та цілісність отри­
маних в лабораторії даних і складаються звіти. 

Місце випробування - розміщення фази (фаз) випробування в разі багатоцентрових випро­
бувань. Прізвище особи, що виступає як керівник установи в термінах GLP, повинно бути 
вказано в документах. Фактично на цьому рівні закріплюється загальна відповідальність за 
забезпечення відповідності випробування до вимог GLP. Для забезпечення врівноваженості 
програми та можливості її регулювання, функції керівника установи, відповідального вико­
навця випробування та служби контролю якості повинні здійснюватися різними людьми. Уп­
равління засобами проведення випробування відрізняється від служби управління випробу­
ванням, яка відповідає за загальне проведення багатоцентрового випробування і функції якої 
будуть розглянуті нижче в цьому документі. 

Моніторинг дотримання принципів GLP - періодична інспекція лабораторій та/або пере­
вірка випробувань з метою підтвердження відповідності принципам GLP. 

Належна лабораторна практика (GLP) - сукупність правил, що стосуються організації та 
умов, за яких лабораторні випробування плануються, виконуються, коректуються і надають­
ся у вигляді звіту. 

Національна програма з контролю за дотриманням принципів GLP - докладна схема, встанов­
лена кожною окремою державою з метою моніторингу відповідності принципам GLP установ (ла­
бораторій), розташованих на її території шляхом проведення інспекцій та перевірки досліджень. 
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Належна лабораторна практика (GLP) 

Національний уповноважений орган з моніторингу дотримання принципів GLP керів­
ний орган держави, який відповідає за здійснення контролю за дотриманням установами 
(лабораторіями) принципів GLP на її території, а також виконання інших функцій, 
пов'язаних із дотриманням принципів GLP. Держава ЄС може заснувати більше, ніж один 
такий орган. 

Носій (розчинник) - будь-який агент, який використовується для змішування, диспергу­
вання, розчинення випробовуваної речовини чи препарату порівняння з метою сприяння 
умовам їх введення у тест-систему. 

Обов'язки керівника установи. Головним обов'язком керівника установи с забезпечення 
випробування достатньою кількістю кваліфікованого персоналу, відповідними засобами, об­
ладнанням та матеріалами, які необхідні для своєчасного й адекватного проведення випробу­
вання. Засоби проведення випробування включають персонал, приміщення та обладнання, 
що необхідні для проведення випробування. 

Первинні дані - усі вихідні лабораторні записи та документація або засвідчені їх копії, які є 
результатом вихідних спостережень та роботи в процесі виконання випробувань. 

Плани лабораторій. Плани лабораторій є важливими документами, оскільки вони демон­
струють якість організації лабораторії та ступінь адекватності поділу функцій та діяльнос­
ті. План лабораторії може бути не занадто детальним, на відміну від інженерного плану, 
проте він повинен бути датований і повинен відображати головні функціональні площі, та­
кі як сховище досліджуваних зразків, робочі місця та архіви. Плани лабораторій повинні бу­
ти архівовані. 

Препарат порівняння - добре відома хімічна речовина або суміш, що використовується як 
основа для порівняння з речовиною, що випробовується. 

Проба матеріальне похідне тест-системи, призначене для випробування, аналізу або збе­
рігання. 

Протокол випробування - документ, що визначає загальний обсяг випробування. 
Реєстрація персоналу. Відповідно до вимог GLP, керівник установи повинен забезпечити 

реєстрацію даних про кваліфікацію, освіту, досвід кожного працівника, а також наявність поса­
дових інструкцій. Крім того, необхідно забезпечити ясне розуміння персоналом функцій, які 
він повинен виконувати, а в разі потреби проводити відповідне навчання. Як правило, відомос­
ті про кваліфікацію, освіту, досвід і послужний список подається у вигляді автобіографії. 

Посадові інструкції повинні подаватись відповідно до правил GLP, тобто вони повинні міс­
тити найменування роботи, необхідний досвід та освіту працівника для її виконання, а також 
перелік основних процедур, що входять у компетенцію GLP. Посадові інструкції повинні бу­
ти підписані службовцем та керівником. 

Документ про навчання, як правило, складається у формі переліку процедур, які службо­
вець може виконувати без стороннього нагляду після навчання. Записи про навчання вважа­
ються ключовими GLP документами, оскільки вони відображають процедури, виконання кот­
рих гарантовано даним працівником. Одним із методів, що можуть бути використані керівни­
ком установи, відповідальним виконавцем або службою контролю якості для визначення при­
датності працівника для виконання даної процедури, є вивчення документів про навчання. 

Завжди повинна передбачатись можливість перенавчання в зв'язку, наприклад, із довгою 
відсутністю співробітника, або з технічною модифікацією операції. 

Опис записів про навчання повинно міститися в СОП, де повинно бути зазначено, хто пови­
нен мати записи про навчання і хто санкціонує такі записи. Відповідно до принципів GLP, за­
писи про навчання передбачаються для всіх категорій персоналу, аж до відповідального вико­
навця. У СОП повинно бути визначено, де проводяться записи про навчання, а також відзна­
чено, що ці записи направляються в архів у випадку, якщо подальша діяльність працівника 
виходить за рамки вимог GLP. У СОП також визначається необхідність документування від­
відування працівником курсів та конференцій. 
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Розділ І 
У деяких випадках, зокрема, для добре навченого персоналу, можливо самостійне навчання. 

Доцільність і можливість самонавчання повинно визначатись керівником установи. 
Речовина, що випробовується - хімічна (біологічна) речовина або суміш, що підлягає вип­

робуванню. 
Серія - обмежена кількість або партія досліджуваної речовини або речовини порівняння, 

одержаної протягом певного циклу виробництва способом, який передбачає забезпечення 
дотримання тотожності, і відповідно позначається. 

Сітковий графік. Повинен бути сформований сітковий графік випробування, у якому іден­
тифікуються головні керівники випробування, відповідальні за дотримання правил GLP, а та­
кож визначаються основні лінії зв'язку та звітності між тест-системами. Графік повинен ві­
дображати основні області робіт, що мають відношення до GLP, крім того, у ньому повинні бу­
ти зазначені особи, що несуть відповідальність перед GLP-організаціями. Графік повинен 
включати список осіб, що можуть бути призначені відповідальним виконавцем та головним 
дослідником (в разі необхідності). Доцільно також включити в карту відомості про керівника 
лабораторії, контролера тестових препаратів, адміністратора СОП, архіваріуса та персонал 
служби контролю якості. Сітковий графік, список відповідальних виконавців та головних 
дослідників повинен бути переданий в архів. 

Служба контролю якості - система внутрішнього контролю, призначена для підтверджен­
ня того, що випробування проводиться відповідно до правил GLP. 

Стандартна операційна процедура (СОП) - опис технологічного процесу або методики 
проведення певних лабораторних випробувань або робіт, викладений у письмовому вигляді. 
Ці процедури не описуються детально в протоколі випробувань та методичних посібниках. 
Обов'язком керівника установи є призначення особи, що відповідає за ведення системи СОП. 
Функції цієї особи полягають у перевірці СОП за визначений проміжок часу, у своєчасному 
введенні нових і удосконалених СОП, у відповідному розподілі СОП, а також у забезпеченні 
ведення історичного файлу СОП, який поповнюється. У випадку багатоцентрових випробу­
вань може виникнути необхідність призначення особи, що несе відповідальність за організа­
цію та контроль СОП для кожного місця випробувань. Процедура введення СОП, організова­
них таким чином, повинна бути уточнена в плані випробувань. 

Статус відповідності принципам GLP - рівень дотримання лабораторією принципів GLP, 
визначений уповноваженим національним органом, який проводить моніторинг дотримання 
принципів GLP. 

Тест-система - тварини, рослини, мікроорганізми, а також клітинні, субклітинні, хімічні 
або фізичні системи чи їх комбінації, що використовуються у випробуваннях. Тест-система 
може включати в себе також складні екологічні системи. 

Уповноважений регулюючий орган - національний орган, який несе юридичну відпові­
дальність щодо всіх питань контролю за хімічними речовинами. 

Установа (лабораторія), яка проводить випробування - персонал, приміщення та діючі 
пристрої, необхідні для проведення випробувань. 

ОСНОВНІ ПРИНЦИПИ 
Обов'язки керівника установи. Керівник установи повинен при проведенні випробувань 

забезпечувати дотримання співробітниками принципів GLP. Основними функціями керівни­
ка установи є: 

- забезпечувати наявність кваліфікованого персоналу, відповідних приміщень, устаткуван­
ня та матеріалів; 

- мати дані про кваліфікацію, стажування, навчання, досвід персоналу та перелік посадових 
обов'язків на кожного спеціаліста та технічного працівника; 

- гарантувати чітке розуміння співробітниками функцій, які вони повинні виконувати і, в 
разі потреби, забезпечувати можливість навчання для виконання цих функцій; 

13 



Належна лабораторна практика (GLP) 

- гарантувати співробітникам дотримання техніки безпеки у відповідності з національним 
та/або міжнародним положеннями; 

- забезпечувати розробку та дотримання відповідних СОП; 
- забезпечувати наявність служби гарантії якості з відповідним персоналом; 
- при необхідності узгоджувати із замовником протокол випробувань; 
- гарантувати, що поправки до протоколу випробувань узгоджені і задокументовані; 
- зберігати копії всіх протоколів випробувань; 
- зб^рігатті^агжівний файл усіх СОП; 
- для кожного випробування забезпечувати наявність достатньої кількості співробітників з 

метою своєчасного і належного його виконання; 
- до початку випробування призначати в рамках кожного випробування особу відповідної 

кваліфікації, з практичними навичками і досвідом роботи як відповідальний виконавець. У 
разі необхідності заміни відповідального виконавця потрібно зафіксувати це документально; 

-^а^зпечувати^ггг)изначеніш особи, відповідальної за керівництво архівними справами (за-
віду вачазр^сіврм). 

Управління окремим випробуванням. При багатоцентрових випробуваннях, обов'язки міс­
цевого управління випробуванням наведені в табл. 1А, за винятком: 

а) призначення та заміни відповідального виконавця; 
б) затвердження протоколу випробувань відповідальним виконавцем; 
в) ознайомлення із затвердженим протоколом персоналу служби гарантії якості; 
г) забезпечення надійного зв'язку і взаємодії між відповідальним виконавцем, головними 

дослідниками, персоналом випробування та службою гарантії якості. 
Відповідальний виконавець. Відповідальний виконавець повністю контролює проведення 

випробування і несе основну відповідальність за науковість проведення випробування в ціло­
му, що є основною функцією відповідального виконавця, і, згідно з принципами GLP, визна­
чає його відповідальність та обов'язки. Досвід показав, що, доти, поки відповідальність за на­
лежне проведення випробування не буде покладена на одну людину, існує можливість одер­
жання персоналом суперечливих інструкцій, що може призвести до неналежного виконання 
протоколу 'випробування. У кожний окремий момент може бути лише один відповідальний 
виконавець. Проте, деякі з обов'язків відповідального виконавця можуть бути делеговані, нап­
риклад, у випадку субпідрядного випробування. При цьому відповідальний виконавець вис­
тупає як гарант того, що наукові, адміністративні та законодавчі аспекти випробування кон­
тролюються. Відповідальний виконавець виконує це шляхом координації управління, науко­
вого/технічного штату та програми забезпечення контролю якості (табл. 1Б). 

З погляду науки, відповідальний виконавець звичайно є науковцем, відповідальним за ство­
рення та затвердження проекту протоколу випробування, а також за збір даних, їх аналіз та 
звіт. Відповідальний виконавець відповідає за остаточні висновки, отримані в результаті вип­
робування. Як головний вчений, відповідальний виконавець повинен взаємодіяти з іншими 
ключовими науковими співробітниками, бути інформованим про отримані результати в пе­
ріод випробування, приймати та оцінювати індивідуальні звіти для включення їх до заключ­
ного звіту про випробування. 

Адміністративна функція відповідального виконавця полягає у забезпеченні та координації 
ресурсів для випробування, таких як персонал, устаткування, засоби випробування, а також у 
забезпеченні їх доступності й адекватності для належного проведення випробування. 

Дотримання відповідності законодавчим актам також лежить на відповідальному виконав­
цеві. Він відповідає за відповідність процесу випробування принципам GLP, що підтверджу­
ється підписом відповідального виконавця у заключному звіті. 

Керівник установи (лабораторії) є відповідальним за дотримання принципів GLP. Його 
обов'язками є призначення та ефективна організація належної кількості кваліфікованих і дос­
відчених робітників (штат лабораторії), включаючи відповідальних виконавців. Установа 
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Розділ І 
Таблиця1А 

Обов'язки керівника установи 
Керівник установи повинен забезпечити проведення випробування відповідно до принципів 

GLP. Це включає: 
1) призначення особи (осіб), що виконують управлінські функції в лабораторіях відповідно до 

принципів GLP; 
2) забезпечення випробування достатньою кількістю кваліфікованого персоналу, відповідними 

засобами, обладнанням та матеріалами, необхідними для своєчасного та адекватного 
проведення випробування; 
3) забезпечення реєстрації даних про кваліфікацію, освіту, досвід кожного працівника , а також 

наявності посадових інструкцій; 
4) забезпечення ясного розуміння персоналом функцій, які він повинен виконувати, а в разі 
потреби проведення відповідного навчання; 
5) забезпечення наявності та виконання відповідних СОП, а також затвердження оригінальних 

та удосконалених СОП; 
6) забезпечення наявності програми контролю якості та відповідного персоналу служби 
контролю якості, обов'язки якої сформульовані згідно вимог GLP; 
7) призначення до початку випробування відповідального виконавця кожного випробування, 

який має відповідну кваліфікацію, освіту та досвід. Заміна відповідального виконавця повинна 
проводитись у встановленому порядку; 
8) у випадку багатоцентрових випробувань, забезпечення, в разі необхідності, наявності 

головного дослідника, який має відповідну кваліфікацію, освіту та досвід для успішного 
проведення фази випробування, що делегується. Заміна головного дослідника повинна 
документуватись і провадитись у встановленому порядку; 
9) забезпечення затвердження протоколу випробування відповідальним виконавцем 
випробування; 
10) ознайомлення служби_крнтролкхжості із затвердженим протоколом^ 
11) забезпечення ведення історичного файлу за всіма СОП; 
12) призначення oco6jiz відпещдадьнш.аа ішрулалнадрхіишт^ 
13) забезпечення відповідності робіт згідно головногбТрафш! випробувань; 
14) забезпечення відповідності тест-систем вимогам, що висуваються до відповідних 

випробувань; 
15) у випадку багатоцентрових випробувань, забезпечення надійного зв'язку та взаємодії між 

відповідальним виконавцем, головним дослідником, персоналом випробування та службою 
контролю якості; 
16) забезпечення наявності відповідних характеристик досліджуваних та контрольних зразків, 

а також зразків порівняння; 
17) забезпечення відповідності комп'ютеризованих систем меті випробування, а також 

відповідності їхньої роботи й обслуговування принципам GLP; 
Якщо фаза(и) випробування проводяться в декількох місцях, Управління окремим випробу­

ванням (якщо таке є) має обов'язки, які визначені вище в пунктах: 7, 9, 10 та 15. 

(лабораторія), яка проводить випробування, повинна мати керівний документ, яким визначе­
но процедуру відбору і призначення відповідальних виконавців та їх заступників відповідно 
до вимог національних програм. 

При призначенні відповідального виконавця керівник установи (лабораторії) повинен чітко 
визначати поточні та майбутні обсяги його роботи. Керівні плани, що містять інформацію про 
вид і терміни випробувань для кожного відповідального виконавця, повинні складатися інди­
відуально в межах кожної установи. За наявності декількох місць розташування випробувань 
такі документи с важливими інструментами управління. 

Керівник установи (лабораторії) повинен забезпечувати наявність необхідної документації 
для навчання щодо всіх аспектів роботи відповідального виконавця. Програма навчання мас 
сприяти чіткому розумінню відповідальними виконавцями принципів GLP, а також достатнє 
знання експериментальних лабораторних методів. У план навчання можуть бути включені й 
інші керівні документи та законодавчі акти, що мають відношення до діяльності лабораторій. 
Навчання може включати і набуття досвіду роботи під наглядом компетентних спеціалістів. 
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Належна лабораторна практика (GLP) 
Таблиця1Б 

Обов^язки відповідального виконавця 
Відповідальний виконавець зобов'язаний: 

1) підтверджувати протокол випробування та будь-які поправки до протоколу випробування 
датованим підписом; 
2) забезпечити наявність у службі контролю якості без затримок у часі копії протоколу з усіма 
поправками. Протягом проведення випробування ефективно взаємодіяти з цією службою, 
наскільки це необхідно; 
3) забезпечити доступність протоколу випробування з поправками та СОП персоналу, зайня­
тому в дослідженні; 
4) забезпечити, щоб у випадку багатоцентрових випробувань протокол випробування та звіт 
про випробування чітко визначали ролі всіх головних дослідників, а також усіх тест-систем та 
місць випробування, включених у випробування; 
5) забезпечити проведення відповідно до протоколу випробувань операцій, передбачених 
протоколом, оцінювати та документувати вплив будь-яких відхилень від протоколу 
випробувань на якість та цілісність випробування, в разі необхідності активно вносити 
необхідні корективи, контролювати відхилення від СОП; 
6) забезпечити повне документування та запис всіх отриманих ключових даних; 
7) забезпечити адекватність роботи комп'ютеризованих систем, використаних у випробуванні; 
8) підписувати і датувати звіт про випробування, приймаючи на себе відповідальність за досто­
вірність наданих даних, а також визначати ступінь відповідності проведених випробувань ви­
могам GLP; 
9) забезпечити, щоб після закінчення (включаючи і припинення) випробування протокол ви­
пробування, звіт про випробування, ключові дані та підтримуючі матеріали були архівовані. 
Наявність робочого досвіду в рамках кожної дисципліни, задіяної у випробуванні, допоможе 
забезпечити глибоке розуміння відповідних практичних аспектів і наукових принципів вип­
робування, а також буде сприяти формуванню ланцюгів взаємодії. Участь у внутрішніх та ви­
їзних семінарах і курсах, членство у фахових товариствах та ознайомлення з потрібною літе­
ратурою дозволить відповідальним виконавцям забезпечити належний рівень знань у їх нау­
кових областях. Фахове вдосконалення повинно бути безупинним і піддаватися періодичним 
оглядам. Стадії навчання повніші бути відповідним чином документовані із зберіганням запи­
сів па період, встановлений відповідними службами. 

Документовані записи програми навчання мають відбивати послідовність навчання і забез­
печувати чітке визначення області знань, яку освоює кожна конкретна особа. З часом може 
знадобитися додаткове навчання або перенавчання, наприклад, для освоєння нових техноло­
гій, методів або законодавчих вимог. 

Відповідальний виконавець є особою, яка несе повну відповідальність за наукове проведен­
ня випробування і підтвердження відповідності випробування принципам GLP, затвердже­
ним ОЕСР. 

Відповідальний виконавець повинен затвердити підготовлений протокол випробування до 
його початку. Цей документ повинен чітко визначати цілі, послідовність проведення випробу­
вання в цілому та необхідні засоби. Своїм підписом у протоколі випробування із зазначенням 
Дати він бере на себе відповідальність за випробування. При цьому протокол стає офіційним 
робочим документом для даного випробування. За необхідності, відповідальний виконавець 
повинен забезпечити письмове узгодження протоколу з адміністрацією і спонсором, якщо 
цього потребують національні програми. Перед початком випробування відповідальний вико­
навець має забезпечити одержання копій протоколу усіма відповідальними співробітниками, 
що беруть участь у випробуванні, у тому числі і персоналом служби контролю якості. 

Перед початком будь-якої стадії випробування відповідальний виконавець повинен переко­
натися в тому, що адміністрація забезпечила необхідні ресурси для виконання випробування, 
а також наявність адекватних матеріалів та тест-систем. 

Відповідальний виконавець відповідає за проведення випробування в цілому, дотримання 
всіх методів, наведених у протоколі випробування та повне документування всіх даних, отри-
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Розділ І 

маних під час випробування. Окремі спеціальні технічні обов'язки можуть бути делеговані 
компетентному штату, що повинно бути підтверджене документально. 

Участь відповідального виконавця у процесі випробування передбачає контроль за процеду­
рами проведення випробування, вживання заходів щодо забезпечення дотримання методів, 
передбачених протоколом випробування, забезпечення їх відповідності СОП, включаючи 
комп'ютерний збір інформації. Для підтвердження цього, вид і частота інспекцій повинні бу­
ти відображені в записах випробування. 

Оскільки можуть виникнути ситуації, здатні вплинути на цілісність випробування, необхід­
но передбачити наявність затверджених відповідальним виконавцем засобів зв'язку, здатних 
забезпечити постійну його інформованість про стан випробування. Це особливо важливо у 
випадках, коли виникає потреба тимчасової відсутності відповідального виконавця. Необхід­
на поінформованість може бути досягнута використанням ефективних засобів зв'язку з усім 
персоналом, включеним в випробування, як науковим, так і технічним та адміністративним. 
Необхідно забезпечити швидку передачу інформації про будь-які зміни в протоколі випробу­
вання, причому всі питання, що піднімаються, повинні документуватися. 

Якщо дані реєструються на папері, відповідальний виконавець повинен забезпечити повне 
й акуратне їх документування, а також відповідність способу їх одержання принципам GLP. 
ІТри електронній реєстрації даних за допомогою автоматизованих систем обов'язки відпові­
дального виконавця такі ж, що й при реєстрації даних на паперовому носії. Крім того, відпо­
відальний виконавець повинен забезпечити достовірність роботи комп'ютеризованої системи 
та придатність її для використання у випробуваннях. 

Заключний звіт випробувань повинен бути представлений, як докладний науковий доку­
мент, у якому визначено мету, описано методи та використані матеріали, викладено та проа­
налізовано отримані дані, а також обґрунтовано висновки. 

Якщо відповідальний виконавець вважає звіт закінченим, а виклад проведених випробувань 
та отриманих результатів достовірним і точним, він підписує і датує заключний звіт, беручи 
на себе відповідальність за достовірність даних і відповідність випробувань принципам GLP. 
Крім того, він повинен переконатися в наявності офіційного звіту про контроль якості та 

„оцінку виявлених відхилень від протоколу випробувань. 
Відповідальний виконавець с відповідальним за належну передачу до архіву;ир^Угоколу_віпі-

робувапь, заключного звіту, вихідних даних та матеріалів стосовно даних випробувану ХІШс. 
лючному_звпі повинно бути вказано місце зберігання зразків, вихідних даних.^фотокшіу іш-
"їїробування, заключного звггу~"таТнщри^^ даних до архіву відпові­
дальність за їх збереження перекладається на керівника Установи-виконавця. 

У випадку, коли деякі етапи випробування виконуються на контрактній основі, відповідаль­
ний виконавець, а також персонал служби гарантії якості повинні бути поінформовані про 
відповідність Установи-підрядчика вимогам GLP. Відомості про відсутність такої відповід­
ності мають бути наведені керівником випробування у заключному звіті. 

Правки до протоколу випробувань мають бути внесені і документально підтверджені ще до 
початку досліджень, які повинні виконуватись з урахуванням вказаних змін. Правки можуть 
бути результатом неочікуваних обставин, виявлених під час випробувань, які вимагають 
прийняття невідкладних заходів. При цьому необхідно зазначити причину внесення кожної 
зміни, вказати її номер, дату, підпис і довести до відома всіх співробітників, яким надано по­
чатковий протокол випробування. Ці функції покладаються на керівника випробувань. 

У той час, як правка є запланованою зміною протоколу випробування, відхилення являють 
собою незаплановану зміну, яка може виникнути під час виконання випробувань. Відхилення 
від протоколу випробувань повинно бути зафіксованим в документації з випробувань. Подіб­
ні записи можуть здійснюватися будь-якою особою, яка бере участь у випробуваннях, але во­
ни обов'язково повинні бути затверджені відповідальним виконавцем, так само, як будь-яке 
інше коригування. Відповідальний виконавець визначає необхідність консультації з іншими 
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науковцями для визначення впливу даного відхилення на випробування. Він повинен зазна­
чити (і, при необхідності обговорити) ці відхилення в заключному звіті. 

Вимога до кваліфікації відповідального виконавця визначаються для кожного окремого вип­
робування і є обов'язком керівника установи, який відповідає за вибір та затвердження відпо­
відального виконавця випробувань з метою забезпечення відповідності їх принципам GLP. Мі­
німальні вимоги до кваліфікації відповідального виконавця, визначені керівником установи, 
повинні бути зареєстровані у відповідних посадових інструкціях. На додаток до відповідної 
технічної підготовки, посада відповідального виконавця потребує від нього вміння спілкувати­
ся, вирішувати проблеми та здатності до керівництва. Відповідальний виконавець несе повну 
відповідальність за їх виконання в цілому. Термін «повна відповідальність за проведення вип­
робування в цілому та за звіт про нього» може бути інтерпретований у широкому значенні для 
тих випробувань, де їх керівник віддалений географічно від місця проведення експериментів. 
При наявності багатоступеневих рівнів управління, персоналу випробування і штату служби 
гарантії якості надзвичайно важливо встановити чіткі лінії керівництва і засоби зв'язку для за­
безпечення належних умов для ефективного виконання відповідальним виконавцем своїх 
функцій відповідно до вимог GLP. Це повинно бути задокументовано у письмовому вигляді. 

Для ділянок випробувань, де відповідальність делеговано головному дослідникові, відпові­
дальний виконавець доручає відповідальній особі забезпечення відповідності фаз випробу­
вання до протоколу, СОП, а також принципів GLP. Про випадки виникнення ситуацій, здат­
них вплинути па виконання досліджень, визначених протоколом випробувань головний дос­
лідник зобов'язаний інформувати відповідального виконавця. Ці доповіді повинні бути доку­
ментовані. 

Необхідно забезпечити взаємодію між відповідальним виконавцем та службою контролю 
якості на всіх етапах досліджень. 

Така взаємодія може включати: 
- активне співробітництво зі службою гарантії якості, наприклад, при перевірці протоколів 

випробувань, впровадження нових та перегляд вже існуючих СОП, присутність співробітни­
ка служби контролю якості на зборах перед початком випробувань, а також рішення потенцій­
них проблем щодо GLP; 

- негайне реагування на звіти інспекційних перевірок лабораторій та досліджень, співробіт­
ництво, у разі потреби, із персоналом служб контролю якості, а також науковим і технічним 
персоналом з метою оперативного усунення невідповідностей, виявлених аудиторськими та 
інспекційними перевірками. 

Відповідальний виконавець відповідає за їх проведення в цілому згідно принципів GLP, 
сумлінне виконання протоколу випробувань та забезпечення документальної реєстрації усіх 
спостережень. Теоретично, усі ці вимоги здійсненні у випадку постійної присутності відпові­
дального виконавця протягом усього періоду їх проведення. Проте це не завжди можливо на 
практиці, тому в період відсутності відповідального виконавця повинна бути передбачена йо­
го заміна. Оскільки обставини, за яких відповідальний виконавець має бути заміщений, не 
визначені принципами GLP, вони повинні бути обумовлені в СОП, які б включали процеду­
ри і документацію, необхідні для заміщення відповідального виконавця. 

Рішення про заміщення або тимчасове делегування повноважень відповідального виконавця 
•приймається керівником установи (лабораторії). Всі подібні рішення повинні бути документо­
вані в письмовій формі. Існує дві обставини, за яких розглядається можливість заміщення від­
повідального виконавця, причому обидві вони стосуються лише довгострокових досліджень, ос­
кільки при короткострокових передбачається постійна присутність відповідального виконавця. 

Після закінчення терміну контракту відповідального виконавця необхідність його заміни 
очевидна. У цьому випадку одним з його обов'язків разом із персоналом служби контролю 
якості є гарантування відповідності керованого ним випробування встановленим критеріям. 
Факт заміщення відповідального виконавця і причини цього повинні бути задокументовані і 
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затверджені керівником установи (лабораторії). У випадку виявлення в ході перевірок відпо­
відності роботи лабораторії принципам GLP будь-яких порушень під час функціонування тим­
часово виконуючих обов'язки відповідального виконавця рекомендується їх документувати. 

Друга обставина - тимчасова відсутність відповідального виконавця у зв'язку з відпусткою, 
науковим відрядженням, через хворобу або в разі нещасного випадку. Відсутність протягом 
короткого періоду не обов'язково потребує формального заміщення відповідального виконав­
ця, у разі можливості зв'язатися з ним для вирішення проблем що виникають. Якщо передба­
чається, що критичні фази випробування співпадуть з періодом відсутності відповідального 
виконаная, нони можуть бути зсунуті на більш зручний час (з внесенням, при необхідності, 
відповідних правок до протоколу випробувань). Крім того, за цих умов тимчасово може приз­
начатись відповідальний виконавець або здійснюватись делегування його обов'язків компе­
тентній особі. За відсутності відповідального виконавця протягом тривалого часу, рекоменду­
ється заміщувати керівника, а не делегувати його повноваження компетентній особі. 

Повернення відповідального виконавця повинно здійснюватися, по можливості, швидко, 
незалежно від наявності зареєстрованих відхилень від принципів GLP та формального замі­
щення його на період відсутності. Відхилення від принципів GLP, зареєстровані за відсутнос­
ті відповідального виконавця, повинні бути задокументовані при його поверненні. 

Відповідальний виконавець, підписуючи заключний звіт, бере на себе відповідальність за ви­
конання випробувані, з дотриманням принципів GLP, а також точність надання отриманих да­
них. Проте юридична відповідальність відповідального виконавця встановлюється національ­
ним законодавством і юридичними процедурами, а не принципами GLP, затвердженими ОЕСР. 

Обов'язки головного дослідника. При багатоцентрових випробуваннях нереально забезпе­
чити на всіх ділянках пряме вичерпне управління відповідальним виконавцем. У цьому ви­
падку на кожну ділянку випробувань доцільно призначати головного дослідника, територі­
ально відокремленого від відповідального виконавця. Головний дослідник особа, яка має 
відповідну кваліфікацію і здатна ефективно проводити технічну фазу випробувань відповід­
но до протоколу, СОП, принципів GLP і спеціальних технічних вимог. Слід зазначити, що 
відповідальний виконавець лише делегує головному дослідникові обов'язки, в той час як від­
повідальність відповідального виконавця не може делегуватись. 

Не варто призначати головного дослідника на місці географічного та адміністративного роз­
ташування відповідального виконавця. Головний дослідник повинен датованим підписом 
висловити згоду з протоколом випробувань, а також із будь-якими доповненнями до нього. В 
разі потреби повинні бути забезпечені також датовані підписи керівника установи та замовни­
ка. У випадку, коли головний дослідник одночасно зайнятий у випробуванні як спеціаліст, він 
може, консультуючись із відповідальним виконавцем, готувати правки до протоколу. Проте 
лише відповідальний виконавець відповідає за облік, затвердження і внесення правок до про­
токолу. З усіма правками до протоколу повинні бути ознайомлені всі виконавці, які одержали 
початковий варіант протоколу. 

Головний дослідник відповідає за інформування служби гарантії якості про хід випробуван­
ня в тій частині, в якій це її стосується. Базуючись на цій інформації персонал служби скла­
дає графік інспекцій. Головний дослідник повинен негайно реагувати на доповіді служби га­
рант якості. 

Після закінчення випробування головний дослідник повинен підписати і датувати фрагмент 
звіту, засвідчуючи, що в ньому точно відображено проведені дослідження та отримані резуль­
тати. У цей звіт повинна бути включена достатня кількість коментарів, які дадуть можливість 
відповідальному виконавцю написати звіт про випробування. Головний дослідник повинен 
письмово засвідчити у фрагменті звіту підтвердження відповідності випробувань правилам 
GLP або чітко позначити моменти відхилення від цих правил. 

Якщо документи і матеріали випробування були архівовані локально, у частковому звіті по­
винно бути зазначено місце знаходження цього архіву. 
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Обов'язки персоналу (табл. ЇВ). Весь персонал, залучений до випробування, повинен бути оз­
найомлений з тими аспектами принципів GLP, які стосуються їхньої безпосередньої діяльності. 
Слід впевнитися в тому, що персонал адекватно володіє обов'язками, які він буде виконувати. 

Персонал випробування повинен мати безпосередній доступ до протоколу випробування і 
відповідних СОП. Виконання інструкцій, що містяться в цих документах, є обов'язковим для 
персоналу. Будь-які відхилення від них повинні бути задокументовані, а інформація доведе­
на до відома відповідального виконавця та/або головного дослідника. 

Персонал випробування відповідає за правильність та акуратність реєстрації даних і їх від­
повідність принципам GLP, а також за якість цих даних. 

Слід передбачити наявність необхідного персоналу для забезпечення техніки безпеки, який 
був би зобов'язаний перешкоджати забрудненню тест-систем та досліджуваних зразків, а та­
кож контролювати дотримання адекватних запобіжних заходів при роботі з відомими, невідо­
мими або небезпечними матеріалами. 

Співробітники повинні дотримуватися техніки безпеки на робочому місці. З хімічними ре­
човинами слід поводитися з належною обережністю, доки ступінь їхньої небезпечності не бу­
де встановлено. 

Співробітники повинні дотримуватись запобіжних заходів для зменшення ризику для них 
самих та дотримання цілісності випробування. 

Якщо стан співробітників може несприятливо впливати на випробування, їх варто звільни­
ти від виконання фрагментів, здатних вплинути на хід випробування. 

Відповідно до вимог GLP керівник установи, яка проводить випробування, повинен забезпе­
чити реєстрацію даних про кваліфікацію, освіту, досвід кожного працівника, а також наявність 
посадових інструкцій. Крім того, необхідно забезпечити чітке розуміння персоналом функцій, 
які він повинен виконувати, а в разі потреби, провести відповідне навчання. Зазвичай відомос­
ті про кваліфікацію, освіту, досвід і послужний список надаються у вигляді автобіографії. 

Посадові інструкції повинні відповідати правилам GLP, тобто вони повинні містити найме­
нування роботи, необхідний досвід і кваліфікацію для її виконання, а також перелік основних 
процедур, особливо тих, які входять до компетенції GLP. Посадові інструкції повинні бути 
підписані співробітником і керівником. 

Документ про навчання, як правило, створюється у формі переліку процедур, які співробіт­
ник може виконувати самостійно після навчання. Він вважається ключовим документом GLP, 
оскільки відбиває процедури, виконання яких гарантується даним робітником. Одним із ме­
тодів, який може бути використано керівником установи, відповідальним виконавцем або 
службою гарантії якості для визначення придатності співробітника для виконання даної про­
цедури, є вивчення документів про його навчання. 

Необхідно передбачити можливість перенавчання у зв'язку, наприклад, із тривалою відсут­
ністю співробітника або технічними змінами операції. 

Таблиця ЇВ 
Обов'язки персоналу випробування 

Персонал випробування має такі обов'язки: 
1) персонал, який бере участь у дослідженні, повинен бути ознайомлений із принципами GLP у 

ступені, що стосується його участі в дослідженні; 
2) персонал випробування повинен мати доступ до протоколу випробування та СОП у ступені, 
що має відношення до його участі в дослідженні. Обов'язок персоналу включає дотримання ін­
струкцій, викладених у цих документах. Всі відхилення від цих документів повинні бути доку­
ментовані, а відомості про них надані відповідальному виконавцю та/або головному дослід­
нику; 
3) персонал випробування відповідає за вірну й акуратну реєстрацію даних та їх відповідність 

до принципів GLP, а також за якість цих даних; 
4) персонал випробування повинен додержуватись вимог техніки безпеки. Працівники повинні 
повідомляти про стан здоров'я відповідній особі, а в несприятливих випадках їх не варто залу-
чати для виконання операцій, суттєвих для виконання випробування. 
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Розділ І 
Опис ведення записів про навчання повинен міститися в СОП, де має зазначатися, хто по­

винен мати записи про навчання і хто їх санкціонує. Згідно з принципами GLP, записи про 
навчання передбачаються для всіх категорій персоналу, включаючи й відповідального вико­
навця. У СОП повинно бути визначено, де фіксуються записи про навчання, а також відзна­
чено, що ці записи направляються до архіву у випадку, якщо подальша діяльність робітника 
виходить за межі компетенції GLP. У СОП також зазначається необхідність документування 
відвідування робітником курсів і конференцій. 

У деяких випадках, зокрема для досвідченого персоналу, можливе самостійне навчання. До­
цільність і можливість самонавчання повинні визначатися керівником установи. 

Організаційна карта. Повинна бути сформована організаційна карта випробування, у якій 
вказуються головні відповідальні виконавці, відповідальні за дотримання правил GLP, а та­
кож визначаються основні лінії зв'язку і звітності між установами, які проводять випробуван­
ня. Карта повинна відбивати основні області робіт, що стосуються GLP, крім того в ній повин­
ні бути зазначені особи, які несуть відповідальність перед регламентуючими органами GLP. 
Карта повинна включати список осіб, які можуть бути призначені відповідальним виконавцем 
і головним дослідником (при необхідності). Доцільно також включити в карту відомості про 
керівника лабораторії, контролера досліджуваних препаратів, адміністратора СОП, архіваріу­
са та персонал служби гарантії якості. Організаційна карта, список відповідальних виконавців 
і головних дослідників повинні передаватися до архіву. 

Служба контролю якості. Принципи GLP, які стосуються служби контролю якості, подані 
в табл. 2. Заснування й ефективна діяльність програми гарантії якості с вимогою GLP і одним 

Таблиця 2 
Програма контролю якості 

2.1 Загальні питання  
1. Досліджувані засоби повинні мати документовану програму контролю якості для 

забезпечення приведення випробування у відповідності до принципів GLP  
2. Програма контролю якості повинна провадитись особою або особами, призначеними 
адміністрацією (які також несуть пряму відповідальність перед нею) та добре знайомими з 
процедурами випробування  
3. Такі особи не повинні включатися в проведення випробування, яке вони контролюють  
2.2 Обов'язки персоналу служби контролю якості  
1. Обов'язки персоналу служби контролю якості включають, але не обмежуються, наступними 

функціями. Він зобов'язаний: 
1) мати в наявності копії всіх протоколів випробувань та СОП, що використовуються засобами 

тестування, а також мати доступ до поточного головного графіка робіт; 
2) підтверджувати, що протокол випробувань містить всю інформацію, яка необхідна для його 
відповідності принципам GLP. Це підтвердження повинно бути документоване; 
3) проводити інспекції з метою визначення відповідності проведених випробувань до принци­
пів GLP. Інспекції повинні також підтверджувати, що протокол випробування та відповідні 
СОП доступні для персоналу випробування, і що персонал додержується цих документів. 
Інспекції можуть бути трьох типів, як встановлено в СОП програми контролю якості: 
і) інспекція випробувань 
іі) інспекція тест-систем 
ііі) інспекція процесів випробування 
4) інспектувати звіт про випробування для підтвердження того, що методи, процедури і 
спостереження описані точно та цілком, а надані результати точно та цілком відображають 
дані, отримані в результаті випробування; 
5) доповідати результати інспекції в письмовому вигляді відповідальному виконавцю, 

головному досліднику, а також відповідній адміністрації в разі необхідності; 
6) готувати та підписувати висновок, що вноситься в звіт про випробування і який містить відомості 
про тип інспекцій, їхні дати, а також дати надання доповідей про результати інспекцій адміністрації, 
відповідальному виконавцю та головному досліднику. Цей висновок повинен також служити підтвер-
дженням того, що звіт про випробування відображає отримані в процесі випробування результати. 



Належна лабораторна практика (GLP) 

з принципових заходів, що забезпечує статус відповідності випробування GLP вимогам щодо 
персоналу випробування, управління, замовників і, врешті-решт, регулюючих повноважень. 
Функції служби контролю якості ґрунтуються швидше на організаційних, а не на наукових 
процедурах. Таким чином, діяльність служби контролю якості не перетинається з технічними 
і науковими аспектами проведення випробувань. 

Керівник установи несе максимальну відповідальність за дотримання принципам GLP, 
включаючи призначення та ефективну організацію служби контролю якості. Особи, зайняті в 
цій службі, повинні бути незалежними від випробувань, що інспектуються. Вони повинні нада­
вати звіти тому рівню адміністрації, який несе загальну відповідальність за дотримання прин­
ципів GLP. У невеликих установах може виявитися недоцільним утримання постійно діючого 
персоналу служби контролю якості. Проте й у цьому випадку адміністрація повинна призначи­
ти щонайменше одну особу, яка має постійні, хоча і періодично використовувані, повноважен­
ня з контролю якості. Крім того, адміністрація може наймати персонал служби контролю 
якості за контрактом, не маючи таким чином подібної структури всередині випробування. 

Інспекції служби контролю якості охоплюють і методи, забезпечуючи їхню відповідність 
протоколу випробувань, СОН і принципам GLP. Вони повинні приділяти увагу перевірці по­
токів інформації, засобів збереження зразків і передачу даних. Це особливо важливо для бага-
тоцентрових випробувань, коли необхідно координувати міжлабораторну діяльність служби 
контролю якості, забезпечуючи контроль всіх критичних фаз. Якщо до випробування залуча­
ється лабораторія, яка не належить до компетенції національної програми відповідності GLP, 
але бере участь у випробуваннях за принципом GLP, то для неї необхідно передбачити підви­
щений моніторинг з контролю за якістю. 

Результатом інспекцій установ, процедур і звіту про випробування є доповідь служби контро­
лю якості, яка направляється у відповідальні інстанції, включаючи відповідального виконавця 
та керівника установи. Ця доповідь повинна розглядатися, як засіб посилення дотримання ви­
мог GLP. Для отримування доповіді необхідно встановити терміни, протягом яких вони повин­
ні відреагувати на цей документ, наприклад, два тижні. У доповіді повинні зазначатися істотні 
факти порушення, а розгляд поданого матеріалу повинен проводитися якомога оперативніше. 

Персонал служби контролю якості повинен підготувати і підписати висновок, який буде 
включено до звіту про випробування. У цьому висновку має міститися інформація про типи 
інспекцій, дати їх проведення, вказано дати доповідей про встановлені факти порушень. Цей 
висновок також є підтвердженням, що звіт про випробування відбиває отримані первинні да­
ні. Висновок служби контролю якості зазвичай є окремим документом, який додається до зві­
ту про випробування, що свідчить про незалежність служби контролю якості. 

Лабораторія, яка проводить випробування, повинна мати затверджену програму контролю 
за якістю для гарантії того, що проведені випробування було виконано згідно з принципами 
GLP. Програма контролю якості повинна виконуватися особою або особами, знайомими з 
процедурами випробувань. Вони призначаються і підпорядковуються безпосередньо відпові­
дальному виконавцю. 

Така особа (особи) не повинні брати участь у випробуваннях, якість яких контролюється, і 
звітувати яро виявлені ними факти порушень у письмовій формі безпосередньо адміністрації 
,і керівнику випробування. 

Обов'язки персоналу контролю якості включають, але не обмежуються наступними функці­
ями: 

~ засвідчувати, що протокол випробування та СОП доступні персоналу, який проводить 
випробування; 

- забезпечувати перевірку протоколу випробування та СОП в ході періодичних інспекцій 
лабораторії, яка проводить випробування, та/або при перевірці випробувань у процесі його 
проведення. Записи про такі процедури повинні зберігатися; 

- негайно повідомляти керівництво установи та відповідального виконавця про незатвер-
джені (неузгоджені) відхилення від протоколу та СОП; 
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Розділ І 
- переглядати заключні звіти для підтвердження того, що методи, процедури і спостереження 

описані повністю, а запротокольовані результати точно відбивають вихідні дані випробування; 
- готувати та підписувати висновок, необхідний для включення до заключного звіту, в яко­

му вказуються дати проведений інспекцій і дати повідомлення керівництва і відповідального 
виконавця про будь-які недоліки та порушення. 

Розміщення випробування. Плани лабораторій с важливими документами, оскільки вони 
демонструють якість організації лабораторії і ступінь адекватності поділу функцій та діяль­
ності. План лабораторії, на відміну від інженерного плану, може бути не дуже детальним, про­
те він повинен бути датований і відбивати головні функціональні площі, такі як приміщення 
для зберігання зразків, що випробовують, робочі місця та архіви. Плани лабораторій повинні 
бути передані до архіву. 

Лабораторія, яка проводить випробування, повинна мати відповідні розміри, конструкцію 
та розташування, які б відповідали вимогам випробування і сприяли зведенню до мінімуму 
порушень (перешкод), здатних несприятливо вплинути на достовірність результатів. 

Конструкція експериментальної лабораторії повинна забезпечувати належний ступінь роз­
поділу різноманітних видів діяльності для гарантування належного проведення кожного виду 
випробувань. 

Приміщення для тест-систем. Принципи GLP стосовно установ, які виконують випробу­
вання наведено в табл. 3. Основні вимоги до установ визначаються типом тест-систем, що ви­
користовуються, та видом випробувань, що проводяться. Вони мають включати усі будинки, 
кімнати й устаткування. Необхідно забезпечити початковий карантин, діагноз/лікування зах­
ворювань, зберігання досліджуваних препаратів до і після їх експозиції, а також ізоляцію від 
зовнішнього впливу. Останній може бути у формі забруднень іншими тест-системами (через 
зразки), у вигляді пилу при підготовці проб, що випробовують, або препаратів порівняння. 
Кожний тип тест-системи повинен бути цілком незалежним один від одного. 

На початку впровадження GLP під засобами випробувань мались на увазі кімнати або їх 
частини, оскільки вони були наявні у більшості випробувань in vivo, де тест-системи піддава­
лися впливу кімнатного повітря, тому моделювання умов довкілля відбувалося саме на цьому 
рівні. На противагу цьому, більшість випробувань in vitro (особливо культури клітин та орга­
нів) проводяться в закритих вертикальних ламінарних біологічно захищених шафах, які захи­
щають як тест-системи, так і оператора. Тест-системи розміщують усередині інкубатора, що 
забезпечує системі дотримання необхідних параметрів навколишнього середовища. Різні 
культури відокремлені одна від одної, оскільки вони розташовані в різних флаконах, трубках, 
чашках, де вони ростуть та досліджуються. Таким чином, виникає необхідність уточнення 
формулювань принципів GLP для випробувань in vitro. Для прояснення ситуації необхідне 
введення терміну «або устаткування» щодо формулювання вимог до засобів тестування. 

У лабораторії, що проводить випробування, повинна бути достатня кількість кімнат або 
площ для забезпечення ізоляції тест-систем та окремих проектів, у яких використовуються 
субстанції, що можуть бути біологічно небезпечними. 

Для діагностики, лікування і контролю за перебігом захворювання необхідні відповідні при­
міщення, які б гарантували відсутність неприйнятного ступеня ушкодження тест-систем. 

Необхідні приміщення для зберігання матеріалів та устаткування. Склади мають бути відді­
лені від площ, на яких розміщені тест-системи, і відповідним чином охоронятися від інвазій, за­
раження та забруднення. Варто забезпечити заморожування продуктів, що швидко псуються. 

Приміщення для підготовки речовин, що випробовуються, та препаратів порівняння. Опе­
рації із зразками, що випробовуються, і препаратами порівняння у випробуваннях in vitro заз­
вичай здійснюються на герметичному устаткуванні, яке захищає як зразки, так і оператора. 
Об'єми зразків, що готуються, у цьому випадку достатньо малі порівняно з об'єктами, які ви­
користовуються для випробувань in vivo. У матеріалах, наведених у табл. З, особливий наго­
лос робиться па необхідності забезпечення відсутності забруднень і змішування, що обумов-
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Таблиця З  

Тест-системи  
3.1 Загальні питання 
1. Тест-системи повинні бути відповідного розміру, конструкції та розташування, щоб 

відповідати вимогам, які висуваються до випробування, а також для мінімізації відхилень, що 
можуть уплинути на достовірність випробування. _____ 
2. Конструкція тест-систем повинна забезпечити адекватний ступінь поділу різноманітних 
операцій для забезпечення вірного проведення кожного випробування.  
3.2 Характеристика тест-систем 
1. Тест-системи повинні включати достатню кількість кімнат, площ або відповідного 

обладнання (наприклад, біологічно захищених шаф) для забезпечення ізоляції тест-систем, а 
також індивідуальних об'єктів, включаючи речовини й організми, ідентифікованих (або 
попередньо очікуваних), як небезпечні    
2. Відповідні кімнати, площі або обладнання (наприклад, біологічно захищені шафи) повинні 

бути легко доступні для обробки та культивування тест-систем in vitro, забезпечуючи при цьому 
відсутність забруднень тест-систем. , , 
3. Необхідно виділити кімнати для збереження обладнання витратних матеріалів, що 
поставляються. Такі кімнати, площі або обладнання повинні бути відділені від кімнат, площ або 
обладнання, у яких розташовані тест-системи. У них повинен передбачатись діючий захист від 
зараження, забруднень та/або ушкоджень :     
4. Тест-системи повинні передбачати адекватне обладнання (наприклад біозахисні шапочки, 
витяжні шафи) для захисту персоналу випробування, навколишнього середовища і тест-систем. 
3.3 Правила для роботи з досліджуваними, контрольними зразками та зразками порівняння  
1. Для запобігання забруднення або перемішування, повинні бути передбачені окремі кімнати, 

площі або шафи для одержання та зберігання досліджуваних, контрольних зразків та зразків 
порівняння. Змішування досліджуваних, контрольних зразків та зразків порівняння з 
розчинником повинно проводитись так, щоб уникнути забруднення або взаємного 
перемішування. : , 
2. Кімнати, площі або шафи, призначені для збереження досліджуваних, контрольних зразків 
та зразків порівняння, повинні бути відділені від кімнат, площ або обладнання для збереження, 
де знаходяться тест-системи. Ці засоби повинні бути організовані належним чином для 
адекватної підтримки ідентифікації, концентрації, чистоти та стабільності матеріалу, що 
зберігається, а також для безпечного зберігання небезпечних препаратів. 
3.4 Засоби архівування  
Засоби архівування повинні забезпечити безпечне збереження та пошук протоколів 
випробувань, оригінальних даних, звітів про випробування, проб об'єктів випробування та 

' зразків. Конструкція архіву й умови збереження повинні забезпечити захист вмісту архіву від 
передчасного погіршення якості. 
3.5 Розміщення відходів  
Утилізація та розміщення відходів повинні провадитися таким чином, щоб не наражати на 
небезпеку цілісність випробування. Необхідно забезпечити наявність відповідних засобів 
накопичення, збереження та розміщення відходів, а також технологій знезаражування і 
транспортування.  

лено особливостями засобів, які застосовуються у випробуваннях in vitro, та обсягами вико­
ристовуваних матеріалів. 

З метою запобігання забрудненню або зміщуванню необхідно передбачити окремі примі­
щення для прийому та зберігання субстанцій, що випробовуються, і препаратів порівняння, а 
також змішування їх із наповнювачем. 

Повинні існувати адекватні умови для зберігання матеріалів, що постачаються, і устаткуван­
ня (наприклад, рефрижератори, морозильні камери, витяжні шафи, складські кімнати). Вони 
повинні бути належним чином відділені від тест-систем і забезпечувати їх захист від заражен­
ня, забруднення та/або пошкоджень. 
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Розділ І 
Склади для зберігання речовин, що досліджуються, повинні бути відділені від площ, на яких 

розміщені тест-системи, і бути придатними для підтримки ідентичності, концентрації, чисто­
ти та стабільності, а також забезпечувати безпечне зберігання небезпечних речовин. 

Дослідження, що відповідають вимогам GLP, а також не регламентуються цими правилами, 
можуть проводитись одночасно в одному приміщенні. За цих умов адміністрація повинна 
встанови!и чітку політику і процедури, необхідні для забезпечення виконання «регульова­
них» випробувань щодо правил GLP при супутньому проведенні «нерегульованих» експери­
ментів, встановивши деякий базовий рівень відповідності GLP з метою забезпечення прове­
дення лабораторним персоналом основних процедур відповідно з вимогами GLP (наприклад, 
зважування, маркірування і калібрування). 

Персонал не повинен починати будь-яку діяльність на відповідних принципам GLP площах 
доти, поки він не пройде необхідне навчання вимогам GLP. Наявність діяльності, що відпові­
дає і не відповідає GLP, потребує постійної пильної уваги з боку керівника установи, відпові­
дального виконавця, контролерів і персоналу служби контролю якості з метою забезпечення 
безупинної відповідності процесу випробування вимогам GLP. 

Дослідження, які проводяться з дотриманням або без дотримання принципів GLP, не по­
винні відрізнятися. Наприклад, клітинна культура, що використовується при проведенні вип­
робувань, які не вимагають регулювання стосовно GLP, але виконуються в атестованих інку­
баторах, повинна мати те саме маркірування і недоступність для випадкових виливів, ото й за 
умов експерименту згідно правил GLP. 

Архіви. Необхідно передбачити наявність архіву для зберігання та пошуку вихідних даних, 
звітів, зразків і п£об.^ 

Утилізація відходів. Обробка й утилізація відходів повинні здійснюватися таким чином, 
щоб не наражати на небезпеку цілісність випробувань, що проводяться. 

Обробка й утилізація відходів, що утворилися в процесі виконання випробування, повинні 
здійснюватися згідно з відповідними регламентуючими вимогами. Необхідно передбач-ит 
приміщення для збирання, зберігання й утилізації, процедури дезактивації і транспортування, 
а також порядок ведення та зберіїання записів, що мають відношення до попередніх дій. 

Прилади та апаратура. Принципи GLP стосовно даної області наведено в табл. 4. Процеду­
ри перевірки, очищення, обслуговування та калібрування повинні бути узгоджені з протоко­
лом випробування і відповідними СОП. Цей факі повинен бути документований у статусі ви­
хідних даних. 

До апаратури, що використовується для ізоляції тест-систем і створення належного довкіл­
ля, висуваються надзвичайно жорсткі вимоги при випробуваннях in vitro. Наприклад, у про-

Таблиця 4 
Апаратура, матеріали та реагенти 

1. Апаратура, включаючи перевірені комп'ютеризовані системи, що використовуються для 
одержання, зберігання та діставання даних, а також для контролю чинників навколишнього 
середовища, істотних для випробування, повинна бути відповідної конструкції, адекватної 
потужності та відповідним чином розміщена. 
2. Апаратура, що використовується у випробуванні, повинна періодично перевірятись, 
чиститись, обслуговуватись, проходити тестування на відповідність робочих характеристик та 
калібруватися відповідно до СОП. Повинна здійснюватися реєстрація цих процедур. 
Калібрування, де це необхідно, повинно проводитись відповідно до національних та 
міжнародних вимірювальних стандартів. _ _ _ _ _ _ ^ _  
3. Апаратура та матеріали, що використовуються в дослідженні, не повинні несприятливим 

чином взаємодіяти з системою тестування ' „ _ _ 
4. Хімічні речовини, реагенти та розчини повинні бути маркіровані із вказівкою ідентифікації 
(і концентрації в разі необхідності), терміну придатності й інструкцій зі зберігання. Крім того, 
повинна бути доступна інформація про джерело, дати виготовлення та стабільності. Термін 
придатності може бути збільшений на основі документованої оцінки або аналізу. 
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токолі випробувань передбачається допустимий діапазон температури всередині інкубатора. 
Останній має підтримувати температуру в цьому діапазоні та забезпечувати доступ для пере­
вірки та реєстрації температури. Зазвичай потрібно підтримувати декілька параметрів із що­
денним їх документуванням (температура, вологість, концентрація С02), крім того, деякі па­
раметри оцінюються і документуються періодично. 

Якість апаратури повинна забезпечувати передбачуваний та встановлений рівень надійнос­
ті і точності. Спеціальні вимоги до певних типів апаратури (наприклад, періодичність чищен­
ня і калібрування) можуть бути не однаковими для всіх лабораторій і систем аналізу. Адмініс­
трація і відповідальний виконавець повинні визначити відповідні вимоги. Як мінімум, по­
винні викопуватися вимоги, зазначені в інструкції заводу-виробника, яких рекомендується 
дотримуватись до розробки спеціальної програми перевірки/калібрування. 

Тестування отриманих або модифікованих комп'ютерних систем на адекватність реєстрації 
даних, їх обробки та зберігання с складним завданням, що включає перевірку як апаратного, 
так і програмного забезпечення, і повинно проводитися і документуватися відповідно до ви­
мог GLP. Перед початком використання комп'ютерних систем у випробуваннях, що викону­
ються з дотриманням принципів GLP, необхідно переконатися в їх придатності для виконан­
ня поставлених завдань, а також у наявності процедур обслуговування і контролю системи. 
Повинна бути визначена область вихідних даних, які надходять до даної системи, а конструк­
ція системи повинна забезпечувати проведення повних інспекторських перевірок усіх змін да­
них, а також підтвердження того, що ці зміни не вплинули на первинні дані. До початку вип­
робування необхідно чітко визначити осіб, відповідальних за комп'ютерну систему. 

Головна увага при тестуванні нових комп'ютерних систем повинна приділятися їх придат­
ності до умов випробування, а не системи як такої. Необхідно перевірити, чи зможе комп'ютер 
із програмним забезпеченням одержувати бажаніш результат при використанні жорстких тес­
тів з відомою серією даних. Наприклад, для обробки даних, які одержували у процесі випро­
бування, може бути зроблена електронна таблиця. У першу чергу необхідно перевірити і задо­
кументувати її спроможність забезпечувати досягнення поставлених цілей, а не намагатися 
оцінити комерційний програмний продукт в цілому. При оцінці системи повинна здійснюва­
тися перевірка всіх етапів перетворення даних, а також функції вибірки вихідного матеріалу. 
У цьому випадку необхідно точно визначити форму вихідних даних. Якщо вони рекоменду­
ються у вигляді електронного файлу, відповідно до GLP стандартів, повинен забезпечуватися 
електронний підпис і датування цих даних. 

Вимоги до апаратури і матеріалів, які використовуються у випробуванні, але безпосеред­
ньо не взаємодіють з тест-системами, також є визначальними при проведенні дослідів in 
vitro. При розробці протоколу випробувань, а також СОП щодо перевірки, очищення та зне­
зараження варто приділяти увагу заходам запобігання наявності залишків хімічних препа­
ратів, температурних флуктуацій або інших чинників навколишнього середовища, спро­
можних вплинути на тест-систему. Наприклад, варто звертати увагу на вплив яскравого со­
нячною світла на культуральне середовище або вібрацій інкубатора на однорідній ь клітин­
ної культури. 

Інструментальні засоби, які використовуються для реєстрації даних, контролю за впливом 
на оточуюче середовище, що має відношення до випробування, повинні бути зручно розташо­
вані та мати відповідну конструкцію і потужність. 

Інструментальні засоби, що використовуються у випробуванні, необхідно періодично переві­
ряти, чистити, обслуговувати і калібрувати у відповідності до СОП та зберігати про це записи. 

Матеріали. Інструментальні засоби і матеріали, що використовуються у випробуваннях, не 
повинні справляти негативний вилив на тест-системи. 

Реактиви. Реактиви повинні бути відповідно маркіровані із зазначенням джерела, ідентич­
ності, інформації про концентрацію та стабільність. Маркірування повинно включати дату ви­
готовлення, термін придатності, особливі вказівки щодо умов зберігання. 
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Розділ І 

Маркірування хімічних сполук, реактивів і розчинів, включаючи готові середовища та реак­
тиви, необхідно проводити відповідно до вимог GLP. У разі потреби допускаються зміни в 
маркіруванні, наприклад, додавання середовища з нестабільними компонентами може приз­
вести до зміни терміну придатності. 

Тест-системи (табл. 5). Фізичні/хімічні тест-системи. Інструментальні засоби (прилади), 
які використовуються для збору фізико-хімічних даних, повинні бути зручно розміщені, мати 
відповідну конструкцію та потужність. 

Варто використовувати препарат порівняння при використанні фізико-хімічних тест-систем. 
Біологічні тест-системи. Необхідно створювати та підтримувати належні умови для утри­

мання, обробки та догляду за тваринами, рослинами, мікроорганізмами, а також іншими клі­
тинними і субклітинними системами з метою забезпечення належної якості даних. 

Крім того, умови повинні відповідати національним вимогам, які регламентують ввіз, збір, 
догляд та використання тварин, рослин, мікроорганізмів, а також інших клітинних і субклі­
тинних систем. 

Вперше отримані тест-системи тваринного і рослинного походження необхідно ізолювати 
до одержання результатів оцінки стану їх життєздатності. Якщо мас місце незвична смер­
тність або захворюваність, дана партія не повинна використовуватися у випробуваннях і, в ра­
зі потреби, повинна бути знищена з дотриманням гуманних методів. 

Таблиця 5 
Тест-системи 

5.1 Фізичні/хімічні  
1. Апаратура, що використовується для одержання фізичних/хімічних даних, повинна бути 

відповідним чином розміщена, мати належну конструкцію й адекватну потужність.  
2. Повинна бути забезпечена повнота фізичних/хімічних тест-систем.  
5.2 Біологічні  
1. Повинні створюватись і підтримуватись необхідні умови для зберігання, розміщення, 

обслуговування та догляду за біологічними тест-системами , які забезпечують отримання 
якісних даних.  
2. Необхідно переконатись у відсутності забруднень або ушкоджень тест-системи. У випадку 

виявлення будь-яких ушкоджень або дефектів (наприклад, забруднень), ця система не може 
використовуватись у випробуваннях, а підлягає знищенню певним порядком. У момент початку 
випробування тест-система не повинна мати будь-яких ушкоджень або містити інші чинники, 
спроможні вплинути на хід випробування. Тест-система, забруднена або ушкоджена під час 
випробування, повинна бути відповідним чином знищена, щоб виключити її вплив на 
достовірність випробування.  
3. Вихідні матеріали (наприклад, вид тварин і тканин), джерела, умови культивування і вимоги 

до догляду для тест-систем in vitro повинні бути документовані.  
4. Біологічні системи повинні акліматизуватися в умовах тестування протягом адекватного 
періоду часу перед тим, як почнеться введення/застосування досліджуваних матеріалів, 
контрольних матеріалів і матеріалів порівняння.  
5. Вся інформація, необхідна для вірної ідентифікації тест-системи, повинна знаходитися в 

місці розташування контейнерів. У випадку переміщення індивідуальної системи з місця її 
розташування або контейнера під час проведення випробування, необхідно відповідним чином 
відмітити цю систему всіма можливими засобами. __ 
6. У процесі використання місця розташування або контейнери для тестових систем повинні 
чиститися та піддаватися санітарній обробці через визначені інтервали часу. Будь-які 
матеріали, що знаходяться в контакті з тестовою системою, не повинні бути забруднені, 
причому ступінь чистоти повинен забезпечити відсутність небажаних впливів на випробування. 
Підстилки для тварин повинні змінюватися відповідно до правил догляду за тваринами. ] 
Використання засобів боротьби з паразитами повинно документуватися.  
7. При випробуваннях у польових умовах, тест-системи повинні розташовуватися таким чином, 
щоб уникнути впливу на них аерозольних потоків, що виникають, наприклад, при розпиленні 
пестицидів.  

_ . __ . .... ^ 



Належна лабораторна практика (GLP) 

Необхідно вести записи про джерело, дату надходження і умови їх надходження. 
Тест-системи тваринного, рослинного, мікробного і клітинного походження повинні акліма-

іизуватись до середовища, в якому буде проводитись випробування, протягом відповідного 
часу до початку досліджень. 

Вся інформація, необхідна для належної ідентифікації тест-систем, повинна бути представ­
лена на вольерах або контейнерах, де їх мають розмістити. 

Діагностика та лікування будь-якого захворювання до або під час проведення випробуван­
ня повинна фіксуватися. 

Особливості тест-систем, що використовуються при застосуванні альтернативних методів у 
токсикологічних випробуваннях, наведених далі. 

Речовини, що випробовуються, та препарати порівняння. Принципи GLP, щодо цих речо­
вин, наведено в табл. 6. Введено поняття «препарати порівняння», оскільки воно не співпадає 
з визначенням речовини порівняння. При використанні в моніторингу тест-системи, препара­
ти порівняння не обов'язково порівнюються з досліджуваними таким же чином, як матеріали 
порівняння. Досить часто лише позитивні препарати порівняння класифікуються, як окремі 
речовини, в той час, як негативні можуть виступати в якості розчинника/носія препаратів, що 
випробовуються, позитивних препаратів порівняння та/або речовин порівняння. 

Повинні бути визначені процедури, які б запобігали виникненню помилок щодо тотожнос­
ті та перехресних забруднень речовин, що випробовуються, препаратів і речовин порівняння. 
Ці процедури можуть включати, наприклад, розділення площ для зберігання і розміщення 
препаратів порівняння, речовин, що досліджуються та порівнюються. З метою зменшення 
ризику забруднення та розкладу можуть додатково застосовуватися й інші процедури, нан-

Таблиця 6 
Досліджувані матеріали, контрольні матеріали та матеріали порівняння 

6.1 Одержання, розміщення, відбір та збереження  
1. Повинні вестись записи, що включають характеристику досліджуваних матеріалів, 

контрольних матеріалів та матеріалів порівняння, дату одержання, термін придатності, а також 
отриману і використану у випробуванні їхню кількість.  
2. Повинні бути визначені процедури розміщення, відбору та збереження цих матеріалів для 
того, щоб забезпечити їхню однорідність та стабільність, а також запобігти можливим 
забрудненням і перемішуванням.  
3. Контейнери для збереження повинні містити інформацію з ідентифікації матеріалу, терміну 
придатності та спеціальні інструкції зі збереження. 
6.2 Характеристики  
1. Кожний досліджуваний матеріал, контрольний матеріал та матеріал порівняння повинен 

бути відповідним чином ідентифікований (наприклад, код, каталожний номер, назва, біологічні 
параметри).   
2. Для кожного випробування кожна партія досліджуваних матеріалів, контрольних матеріалів 
і матеріалів порівняння повинна бути ідентифікована, включаючи номер партії, чистоту, склад, 
концентрацію й інші характеристики.  
3. Якщо досліджувані матеріали, контрольні матеріали і матеріали порівняння поставляються 
Замовником, повинен існувати механізм, встановлений Замовником спільно із засобами 
тестування, відповідно до якого в разі необхідності перевіряється ідентичність досліджуваних 
матеріалів, які є об'єктом випробування.  
4. Стабільність досліджуваних матеріалів, контрольних матеріалів та матеріалів порівняння 
при збереженні їх в умовах випробування повинна бути відома для всіх випробувань.  
5. Якщо досліджувані матеріали, контрольні матеріали та матеріали порівняння поставляються 
в розчині, в разі необхідності повинна визначатись однорідність, концентрація і стабільність у 
розчині досліджуваного матеріалу. У випадку польових випробувань досліджуваного матеріалу, 
ця робота може проводитись в окремих лабораторіях. __ 
6. Протягом випробування повинні бути проаналізовані зразки з кожної партії, за винятком 
короткострокових випробувань.   
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Розділ І 

риклад, обмеження кількості речовин, що досліджуються одночасно, кольорове кодування 
зразків тощо. 

Підзвітність та контроль за використанням речовин, що випробовуються, препаратів порів­
няння і речовин порівняння починається з моменту їх отримання і триває протягом всього вип­
робування (до здачі їх в архів, повернення або знищення). їх облік здійснюється при одержанні, 
зберіганні, оцінці і використанні (із зазначенням дати і виду випробування). Після завершення 
випробування ці відомості передаються в архів. Якість контролю використання сполук, що ви­
користовуються, підтверджується документами, в яких зафіксовано результати перевірок пре­
паратів порівняння, особливо при проведенні операцій у критичні моменти випробування. 

Отримання, обробка, відбір зразків та їх зберігання. Дані, щодо характеристики субстан­
ції, дати її отримання, загальної використаної в ході випробування кількості, мають бути за­
фіксовані у відповідному журналі. Процедура обробки, відбору та зберігання зразків речови­
ни, що досліджується, повинна бути визначена таким чином, щоб забезпечити в межах мож­
ливого її гомогенність та стабільність, а також сприяти запобіганню можливого зараження 
(забруднення) та змішування. 

Визначення концентрації, стабільності та однорідності речовин, що випробовуються, препа­
ратів порівняння та розчинників/носіїв може виявитися неможливим в разі проведення ко­
роткострокових випробувань. На відміну від досліджень, у яких готуються і використовують­
ся великі партії речовин протягом певного часу, більшість випробувань in vitro допускає роз­
чинення обмеженої кількості речовин безпосередньо перед використанням. У протоколі вип­
робувань повинні бути ретельно викладені вимоги до приготування і використання розчинів 
речовин, що випробовуються, препаратів порівняння і речовин для порівняння. Якщо аналіз 
не буде проводитися, необхідно навести вичерпне обґрунтування цього факту у протоколі та 
звіті про випробування. Доцільно у звіті кваліфікувати цей виняток як такий, що відповідає 
вимогам GLP (див. розділ «Звіт про результати випробування»). 

На контейнерах (ємкостях) для зберігання необхідно вказувати ідентифікаційну інформа­
цію, дату закінчення терміну придатності та особливі вказівки зі зберігання. 

Характеристика. Кожна речовина, що випробовується, і препарат порівняння повинні бу­
ти відповідним чином ідентифіковані (наприклад, код, хімічний абстрактний номер (ХАН), 
назва). 

Для кожного випробування речовину необхідно ідентифікувати, тобто відповідним чином 
позначити кожну партію речовини, що випробовується, або препарату порівняння, а саме: заз­
начити номер партії, наявність домішок, склад, концентрацію та інші характеристики. Необ­
хідно передбачити збереження стабільності речовин, що випробовуються, і препаратів порів­
няння за умов проведення випробувань. Якщо досліджувана речовина вводиться в тому або 
іншому середовищі, необхідно розробити СОП стосовно аналізу її однорідності та стабільнос­
ті в даному середовищі. В разі проведення випробувань протягом терміну, що перевищує 
4 тижні, з кожної партії відбирається зразок для аналізу на зберігання. 

Досить часто виникає необхідність в дослідженні речовин, наданих замовником під кодами. 
В такому випадку замовник зобов'язаний надати характеристику та вичерпну інформацію 
стосовно даних речовин. При використанні кодованих назв повинна оцінюватися безпека ла­
бораторії. Якщо під час роботи з такими речовинами може виникнути небезпека для персона­
лу, зазвичай замовник направляє відповідну інформацію безпосередньо в лабораторію. Ін­
струкції з безпеки (наприклад, характеристика безпеки речовини) можуть бути надіслані від­
повідальному за техніку безпеки в лабораторії або до іншої відповідної служби, причому, в за­
печатаному конверті, який може розкриватися лише за умов виникнення небезпеки (при роз­
литті або безпосередньому впливові на персонал). Важливо, щоб постачальник кодованих 
«навмання» речовин узяв на себе відповідальність за те, що «сліпе» кодування не вплине на 
результати випробування, забезпечивши лабораторію достатньою кількістю інформації для 
успішної роботи з цими речовинами. 
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Належна лабораторна практика (GLP) 

Організації-иостачальники. Принципами GLP визначено, що відповідальність за якість та 
придатність використовуваного у випробуваннях устаткування і матеріалів цілком поклада­
ет ься на керівника установи, яка здійснює випробування. Організації, які займаються поста­
чаннями необхідних для випробувань матеріалів, не включені до національних програм відпо­
відності принципам GLP. Отже, в установах (лабораторіях), що дотримуються принципів 
GLP, придатність устаткування та матеріалів повинна гарантуватися регулюючими органами, 
які кон гродюють випробування. У цьому розділі даються рекомендації щодо дотримання ви­
мог GLP як установами, які здійснюють випробування, так і організаціями-иостачальниками 
при участі їх в національних програмах з акредитації та/або розробці національних чи міжна­
родних стандартів. Установи, що проводять випробування, повинні враховувати національні 
або міжнародні стандарти, співпрацювати з акредитованими організаціями-иостачальниками. 

Установи, які проводять випробування відповідно до принципів GLP, використовують різ­
номанітні матеріали. Згідно принципів GLP організації-иостачальники повинні надавати ма­
теріали, які відповідають вимогам їх користувачів. Досить часто технологія виробництва, зап­
роваджена організаціями-иостачальниками, відповідає офіційним національним або міжна­
родним стандартам або офіційно визнається відповідними національними програмами. 

Організаціям-постачальникам матеріалів та обладнання рекомендовано дотримуватися 
міжнародного стандарту ISO 9001-1987 і, зокрема, частини І - Нормативів з розробки, вироб­
ництва, впровадження та обслуговування, а також доповнення європейського стандарту EN 
45001 (1989), де особливе значення має параграф 5.4.7, у якому викладено основини зміст суб­
підрядного договору. 

Доречним є здійснення акредитації організацій-ностачальників. Виконання програми акре­
дитації часто контролюється національними та міжнародними стандартами. Так, сертифікат 
акредитації організації-постачальника або виробника є підтвердженням дотримання стандар­
ту. Рекомендується, щоб організації-иостачальники, при необхідності, брали участь у націо­
нальних програмах акредитації. 

Акредитація - це лише корисне доповнення до принципів GLP, але не с прийнятною їх аль­
тернативою, тому, згідно з актами Ради ОЕСР, не має міжнародного визнання під час прий­
няття даних випробування на предмет їх відповідності вимогам GLP. 

Відповідно до принципів GLP у протоколі випробування повинна містишся характеристи­
ка тест-систем: тварин, рослин тощо. Ці відомості повинні надаватися організаціями-иоста­
чальниками. У деяких країнах, де запроваджено принципи GLP, організації-иостачальники 
належать до національних регулюючих або інших програм щодо акредитації (напр., стосовно 
лабораторних тварин), і можуть надати користувачам додаткові документи, які підтверджу­
ють якість тест-системи. 

Корм, вода та підстилка для тварин. Корм для тварин повинен регулярно перевіря гися 
з метою встановлення наявності регламентованого співвідношення його складових, а також 
усунення можливих невідповідностей тест-системи вимогами GLP, хоча ці вимоги спеціаль­
но не обумовлюються правилами GLP. Вода та підстилка повинні перевірятися на предмет 
присутності в них забруднювачів, які можуть вплинути на результати випробування. Серти­
фікати перевірок повинні в плановому порядку надаватися організаціями-иостачальниками, в 
тому числі і стосовно аналізів води. Організації-иостачальники мають надавати відповідні до­
кументи, що підтверджують надійність проведених перевірок. 

Комерційні вимоги змушують організації, які поставляють радіоактивні хімічні сполуки, 
знаходити шляхи офіційної відповідності їхньої продукції вимогам GLP, беручи участь в на­
ціональних програмах відповідності цим принципам. У багатьох випадках такі організації-
иостачальники випускають маркіровані тест-субстанції, які потребують повної тотожності, 
визначеної з використанням методів, що відповідають принципам GLP. Організаціям, що пос­
тачають хімічні сполуки, маркіровані як радіоактивні, необхідна підтримка національних 
програм моніторингу відповідності принципам GLP. 
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Розділ І 
Комп'ютерні системи та програмне забезпечення. Програмне забезпечення, включаючи 

отримане від організацій-постачальників, має перевірятися до його впровадження в роботу 
лабораторій. Відповідно до цієї вимоги, для офіційного затвердження засобу програмування 
додільно, щоб постачальник розробляв його від імені користувача, за умови, що користувач 
бере на себе відповідальність за офіційне визнання даного засобу. 

Користувач при одержанні від організації-постачальника засобів програмування повинен 
відповідати за офіційне їх визнання. Досить часто організації-постачальники докладають зу­
силля, спрямовані на задоволення вимог користувачів, дотримуючись при цьому стандарту 
ISO 9001. Вважається, що така стратегія ділового співробітництва дає позитивні результати. 

Користувач відповідає за офіційне затвердження одержуваного ним програмного забезпе­
чення. Процес офіційного затвердження може взяти на себе або користувач, або постачальник 
програмного забезпечення, проте в будь-якому випадку цей процес повинен бути вичерпно за­
документований. 

До обов'язків користувача входить офіційне затвердження отриманого ним засобу програ­
мування до застосування його у випробуваннях. Затверджений засіб програмування повинен 
мати повну відповідну документацію. 

Керівництво зобов'язане гарантувати, що всі препарати порівняння відповідають вимогам 
GLP за тотожністю, складом, чистотою та стабільністю кожної партії речовин. 

Сертифікати, надані організаціями-постачальниками, повинні містити дані щодо тотожнос­
ті, ступеня очищення (якщо необхідно, у спеціальних умовах) та інших параметрів, які харак­
теризують кожну партію речовин. В особливих випадках може виникнути необхідність надан­
ня організацією-постачальником додаткової інформації, наприклад, про методи аналізу речо­
вин. Організація-постачальник, при необхідності, повинна надавати документацію про відпо­
відність речовин національним/міжнародним критеріям контролю якості, посилаючись, нап­
риклад, на правила Надійної виробничої практики (GMP) або національної/міжнародної 
фармакопеї. 

Керівництво несе відповідальність за те, щоб устаткування відповідало поставленим вимо­
гам і функціонувало згідно інструкцій з експлуатації. Керівництво також повинно забезпечи­
ти регулярні перевірки справності устаткування та проведення його періодичного калібруван­
ня. Документи про калібрування повинні відповідати національним або міжнародним стан­
дартам виміру. Якщо ці стандарти дотримуються користувачем, то калібрування приладів мас 
проводитися у запропоновані інтервали часу компетентними організаціями. 

Організація-постачальник повинна надавати всю інформацію, необхідну для правильної ро­
боти приладів. Крім того, повинні бути надані документи про калібрування відомих пшів 
приладів, наприклад, ваг і термометрів. 

Стерильні матеріали. До обов'язків керівництва входить забезпечення, при необхідності, 
належної стерилізації матеріалів із дотриманням необхідних процедур. Організації-постачаль­
ники повинні бути готові надати відповідні докази, наприклад, сертифікати або посилання на 
національні стандарти, що матеріали простерилізовані (опроміненням, реактивами або іншими 
засобами) і не містять джерел інфекції або небажаних залишків реактивів стерилізації. 

Користувач повинен бути впевненим, що реактиви отримані лише від офіційно визнаних 
(акредитованих) організацій-постачальників. Організація-постачальник повинна надавати 
документи, які засвідчують статус її акредитації. Якщо організація-постачальник не входить 
до національної програми акредитації, вона повинна надати користувачу документ, який га­
рантує тотожність реактиву відповідно до його маркірування. 

Користувач відповідає за узгодження з організацією-постачальником того, що всі поставле­
ні нею реактиви достатньо докладно маркіровані у відповідності до спеціальних вимог GLP. 

Миючі та дезинфікуючі засоби. Користувач повинен бути поінформований про всі актив­
ні складові засобу, щоб мати можливість вибору його застосування та уникнення впливу мож­
ливих інфекцій та інших впливів, здатних порушити чистоту випробування. 
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Належна лабораторна практика (GLP) 

Стосовно продукції, що використовується при проведенні мікробіологічних випробувань, 
згідно з договором з організацісю-постачальником, останній надає користувачеві таку інфор­
мацію: 

- походження; 
- тотожність; 
- дата виробництва; 
- термін придатності; 
- умови зберігання. 
Організація-постачальник повинна надавати документацію, яка свідчить про статус її акре­

дитації. Якщо ж вона не входить до національної програми по акредитації, то користувачу на­
дається документ, який підтверджує тотожність продукції відповідно до її маркірування. 

Стандартні операційні процедури (СОП). Принципи GLP стосовно СОП подані в табл. 7. 
СОП - це документи, у яких розписані процедурні аспекти лабораторії, що працює за принци­
пами GLP. Вони стосуються всіх категорій засобів, перерахованих у табл. 7. Загалом, вони 
встановлюють стандарти, згідно з якими працюють установи, що проводять випробування при 
узгодженні з керівником установи, відповідальним виконавцем і службою контролю якості. 

Таблиця 7 
Стандартні Операційні Процедури 

7.1 Тест-система повинна мати СОП у письмовому вигляді, затверджений керівником установи 
та призначений забезпечувати отримання тест-системою якісних і достовірних даних. Зміна 
СОП повинна затверджуватися керівником установи.  
7.2 Кожна окрема тест-система повинна мати легко доступні СОП, що визначають її діяльність. 
Книги, опубліковані аналітичні методики, статті та посібники можуть служити доповненням до 
цих СОП.  
7.3 Відхилення від СОП, що кваліфікуються як допустимі, визначаються відповідальним 
виконавцем випробування та головним дослідником. 
7.4 СОП повинні охоплювати, але не обмежуватися, приведеними нижче категоріями тест-
систем. Деталі, приведені під кожним заголовком, варто розцінювати, як ілюстративні 
приклади. 
1. Досліджувані матеріали, контрольні матеріали та матеріали порівняння 
Одержання, ідентифікація, маркірування, використання, контроль та зберігання  
2. Апаратура, матеріали та реагенти 
1) Апаратура 
Використання, утримання, чищення, перевірка робочих характеристик та калібрування 
2) Комп'ютеризовані системи 
Перевірка, функціонування, утримання, безпека, резерви 
3) Матеріали, реагенти та розчини 
Приготування і маркування  
3. Звітність, зберігання та пошук 
Кодування випробувань, збір даних, підготування звітів, система індексування, обробка даних, 
включаючи використання комп'ютерних систем __ 
4. Тест-системи 
1) Підготування кімнат, площ та обладнання 
2) Процедури отримання, транспортування, належного розміщення, характеристики, 
ідентифікації та догляду за тест-системами 
3) Підготовка, нагляд та перевірка тест-систем до, в процесі та по закінченню випробування 
4) Перевірка тест-систем на забруднення та наявність дефектів. Порядок дій при виявленні 
вмираючих або мертвих матеріалів. 
5) Збір, ідентифікація та обробка зразків (включаючи некропсію та гістопатологію). 
6) Розміщення та встановлення тест-систем на місцях випробування  
5. Процедури із забезпечення якості 
Діяльність персоналу служби контролю якості з протоколювання, упорядкування графіків, 
здійснення, документування та звітності про контрольні інспекції.  
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Розділ І 
Процедура підготовки, розподілу та підтримки СОП повинна розглядатися як СОП. У цьо­

му документі для забезпечення послідовності викладу матеріалу повинен бути визначений 
формат СОП, включаючи заголовки і нумерацію розділів. СОП може писатися колективом 
авторів, відбиваючи експертну роботу багатьох співробітників усередині організації. СОП по­
винні бути розглянуті та затверджені відповідними підписами керівника установи, відпові­
дального виконавця та керівника служби якості. 

Необхідно здійснювати контроль забезпечення функціонування в даний момент лише по­
точних затверджених СОП. З огляду на те, що СОП є підконтрольним документом, доцільно 
на кожній його сторінці передбачити ідентифікаційний номер та номер версії. Адміністрація 
повинна забезпечити призначення особи, відповідальної за використання затверджених СОП, 
їх належний розподіл між персоналом та регулярну перевірку дотримання СОП. 

Копії кожного заміненого або вилученого СОП повинні зберігатися в архіві. На ці докумен­
ти можна посилатися при організації випробування. 

Лабораторія, яка проводить випробування, повинна мати СОП у письмовому вигляді, зат­
верджені керівництвом. Вони призначені для забезпечення якості та цілісності даних, отрима­
них у ході випробування. 

В кожній окремій групі, що входить до складу лабораторії, повинні бути під рукою СОП сто­
совно виду діяльності, яку виконує дана група. Опубліковані підручники, статті та довідники 
можуть використовуватися як доповнення до цих СОП. 

Обов'язком керівника установи є призначення особи, відповідальної за ведення системи 
СОП. її функції полягають у перевірці СОП через певні проміжки часу, своєчасному введен­
ні нових, удосконалених СОП, відповідному розподілі їх, а також забезпеченні ведення істо­
ричного файлу СОП, BIO запроваджуються. У випадку багатоцентрових випробувань може 
виникнути необхідність у призначенні особи, яка б відповідала за організацію і контроль СОП 
для кожного місця випробувань. Процедура введення СОП, організованих таким чином, по­
винна бути уточнена в протоколі випробувань. 

СОП повинні охоплювати, але не обмежуватися, наступними категоріями діяльності лабо­
раторії: 

- Речовини, що випробовуються, та препарати порівняння 
Отримання (прийом), ідентифікація, маркірування, опрацювання, відбір зразків та їхнє збе­

рігання. 
- Інструментальні засоби (прилади) та реактиви 
Застосування, обслуговування, чищення, калібрування вимірювальних приладів та устатку­

вання, засобів контролю навколишнього середовища; приготування реактивів. 
Ведення записів (протоколювання), підготовка звіту, зберігання та пошук матеріалів вип­

робування 
Кодування випробувань, збір даних, підготовка звітів, індексування систем, обробка даних, 

включаючи застосування комп'ютерних систем. 
- Тест-система (де потрібно) 
• підготовка приміщень та забезпечення належних умов навколишнього середовища для 

тест-системи; 
• процедури отримання, передачі, належного розташування, характеристики, ідентифікації 

та догляду за тест-системою; 
• підготовка тест-системи, аналіз спостережень перед, під час та по завершенню випробувань; 
• обробка суб'єктів тест-системи, які виявилися вмираючими або мертвими під час випро­

бування; 
• збір, ідентифікація та опрацювання проб, включаючи розтин трупа і гістопатологію. 
- Процедури забезпечення контролю якості 
Робоча персоналу служби гарантії якості при виконанні досліджень та підготовці звіту про 

перевірку випробування, інспекторські перевірки та огляди заключних звітів випробування. 
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- Запобіжні заходи стосовно здоров'я персоналу 
Відповідно до вимог національних та/або міжнародних законодавчих актів або керівництв. 
Якщо при багатоцентровому випробуванні розробляються загальні СОП для всіх лаборато­

рій, перед початком випробувань необхідно встановити порядок затвердження цих документів, 
їх надходження до безпосередніх виконавців та архівування. Якщо існує відмінність між про­
токолом випробування і СОП, необхідно уточнити, який з цих документів є головним для вип­
робування. При багатоцентровому випробуванні може бути корисним, коли головна установа-
виконавець візьме на себе забезпечення СОП для установ-сиіввиконавців. Це сприяло б змен­
шенню навантаження та забезпеченню однорідності процедур між учасниками випробування. 

Контроль критеріїв достовірності. Одним із головних доповнень до принципів GLP є кон­
цепція визначення критеріїв достовірності кінцевих результатів випробувань. 

Відгук тест-системи на дію препаратів порівняння зазвичай є основою для визначення дос­
товірності випробування. У деяких випробуваннях для визначення достовірності використо­
вуються як негативні, так і позитивні речовини і препарати порівняння, в інших - лише пози­
тивні. Статистичні параметри ефектів досліджуваного та порівняльного препаратів порівню­
ються між собою на основі критеріїв (меж) достовірності, визначених протоколом випробу­
вань. Сукупність отриманих величин звичайно подасться у вигляді показників середньої ста­
тистичної величини та стандартного відхилення. Ці величини визначають точність випробу­
вання. В ідеалі, кожний кінцевий результат випробування повинен порівнюватися з контро­
лем і мати відповідні статистичні характеристики. Наявність контролю забезпечує порівнян­
ня даних, отриманих різними лабораторіями та у різний час. 

Підготовка випробування. Перед початком випробування для відповідального виконавця 
може бути корисною організація зборів з метою обговорення протоколу випробування. На та­
ких зборах варто чітко визначити систему взаємозв'язку всередині випробування. Встановлен­
ня відкритого двостороннього зв'язку між відповідальним виконавцем і персоналом с важли­
вим фактором ефективного контролю випробувань. Крім обговорення протоколу, проведення 
таких зборів може включати практичну демонстрацію залучених до випробування технологій. 

Протокол випробування (табл. 8). Для кожного виду випробування до його початку потріб­
но мати викладений у письмовій формі протокол його проведення. 

Необхідно забезпечити наявність достатньої інформації для формування детального прото­
колу, який би з максимальною ясністю визначав хід випробування. Важко переоцінити зна­
чення старанно складеного детального протоколу випробувань. Він включає опис концепту­
альної побудови випробування (тобто визначення, що підлягає випробуванню та як воно здій­
снюється), перелік вихідних даних, які необхідно одержати, процедур опрацювання вихідних 
даних для отримання остаточних результатів, схему інтерпретації кінцевих результатів, а та-

Таблиця 8 
Проведення випробування ______^  

8.1 Протокол випробування 
1. Для кожного випробування до його початку повинен бути сформований протокол випробу­

вання в письмовій формі. Протокол випробування повинен затверджуватися датованим підпи­
сом відповідальним виконавцем та узгоджуватись з персоналом служби контролю якості на 
предмет його GLP - відповідності (табл. 2). Протокол випробувань повинен також затверд­
жуватись керівником установи, а також Замовником, якщо того потребує національне за-
конодавство країни, у якій проводиться випробування.  
2. 1) Поправки до протоколу випробувань повинні бути узгоджені та затверджені відповідаль­
ним виконавцем. Вони зберігаються разом із протоколом випробування 
2) Відхилення від протоколу випробувань повинні бути описані, пояснені, обгрунтовані і дато­
вані відповідальним виконавцем та/або головним дослідником. Вони зберігаються разом із 
вихідними даними випробування.  
3. Для короткострокових випробувань може використовуватися генеральний протокол 
випробування зі спеціальними додатками.  
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Розділ І 
Продовження таблиці 8 

8.2 Зміст протоколу випробувань 
Протокол випробування повинен містити, але не обмежуватися, наступною інформацією: 
1. Ідентифікація випробування, досліджувані матеріали, негативні контрольні матеріали, 

позитивні контрольні матеріали, матеріали порівняння: 
1) описовий заголовок 
2) формулювання природи та мети випробування 
3) ідентифікація досліджуваного матеріалу за кодом або назвою 
4) матеріали порівняння, що будуть використовуватися (в разі необхідності) 
5) негативні контрольні матеріали 
6) позитивні контрольні матеріали  
2. Інформація, що стосується Замовника та Установи-виконавця: 
1) ім'я та адреса Замовника; 
2) ім'я й адреса керівника установи та окремих випробувань; 
3) ім'я та адреса відповідального виконавця; 
4) ім'я та адреса головних дослідників, а також найменування фаз випробування, делегованих 
відповідальним виконавцем головним дослідникам; _____________________ 
3. Дати: 
1) дата затвердження протоколу випробування відповідальним виконавцем. Протокол випро­

бувань повинен також затверджуватись керівником установи, а також Замовником, якщо того 
потребує національне законодавство країни, у якій проводиться випробування; 
2) запропоновані дати початку та закінчення випробування.  
4. Методи тестування. 
Повинні бути приведені посилання на ОЕСР посібник із випробувань, або на інші посібники 
або методи випробування. _ _ _ _ _ 
5. Вихідні передумови (за необхідності): 
1) обгрунтування вибору тест-систем: 
2) характеристики тест-систем in vitro, такі, як вид вихідних тварин та тканин, джерело 
постачання, умови культивування й інша доречна інформація:  
3) методи застосування препаратів та обґрунтування їхнього вибору; 
4) рівень доз та/або концентрацій, частота і тривалість введення/аплікації. Кількість 

досліджуваних груп і кількість дубльованих експериментів усередині кожної групи. 
5) детальна інформація про побудову експерименту, включаючи хронологічний опис процедур 
випробування, про методи, матеріали та умови, про використання позитивних та негативних 
контрольних матеріалів, тип та частоту аналізу, вимірів, спостережень і тестування, а також про 
застосування статистичних методів; 
6) визначення критеріїв приймання результатів по закінченню. 
8.3 Проведення випробувань 
1. Кожне випробування повинно мати свою унікальну ідентифікацію. Всі матеріали, що 

відносяться до даного випробування, повинні нести цю ідентифікацію. Зразки даного 
випробування повинні нести інформацію про їхнє походження. Така ідентифікація забезпечує 
можливість оперативного контролю випробування.  
2. Випробування повинно проводитись згідно його протоколу.  
3. Всі дати подій, що відбуваються під час випробувань, повинні бути прямо, вірно, акуратно 

та чітко зареєстровані особою, яка отримує дані. Ці дані повинні бути підписані та датовані. 
4. Всі зміни у вихідних даних повинні вноситися таким чином, щоб не створювати неясності в 
попередніх записах. Повинна бути зазначена причина змін, вони повинні бути підписані і дато-
вані особою, що вносить зміни.  
5. Дані, що безпосередньо вводяться в комп'ютер, повинні бути ідентифіковані за часом вве­

дення; за це відповідає особа, що вводить дані. Комп'ютеризовані системи повинні бути сконст­
руйовані таким чином, щоб забезпечити проведення повних інспекторських перевірок усіх змін 
даних, а також підтвердження того, що ці зміни не вплинули на вихідні дані. Необхідно забез­
печити можливість ідентифікації особи, яка вносила зміни, наприклад, використовуючи елект-
ронне датування та підпис. Повинна бути приведена причина внесених змін. 
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кож критерії достовірності випробування. Протокол має бути написаний таким чином, щоб 
виключити можливість неправильного його трактування персоналом. Ця вимога особливо 
важлива, коли більше ніж одна установа (лабораторія) використовує один протокол. 

Протокол випробування повинен зберігатися так само, як і вихідні дані. 
Якщо пропонуються зміни до протоколу випробувань, вони повинні бути внесені в прото­

кол до їхньої практичної реалізації. Необхідність змін може виникнути під час проведення 
випробування в результаті непередбачених обставин, що потребують оперативного реагуван­
ня. Зміни в протоколі випробування повинні бути послідовно пронумеровані із зазначенням 
їх причин та затверджені датованим підписом відповідального виконавця і, за необхідності, 
іолоішого дослідника та керівника установи. Всі зміни повинні бути доведені до всіх осіб, які 
одержали початковий протокол випробувань. 

Протокол випробування повинен містити, але не обмежуватися, такою інформацією: 
Визначення виду випробування, речовини, що випробовується, та препарату порівняння 
• назва; 
• мета випробування; 
• визначення речовини, що випробовується за кодом або назвою ( Ш Р А С ; Х А Н тощо); 
• визначення препарату порівняння. 

- Інформація про замовника та установу (лабораторію), яка проводить випробування 
• назва (ім'я) та адреса замовника; 
• назва та адреса установи, яка проводить випробування; 
• ім'я та адреса керівника випробування. 

- Терміни 
• дага узгодження протоколу випробування, підписана керівником випробування, і в ра­

зі потреби, замовником та/або керівником установи, що проводить випробування; 
• дати початку та завершення випробування. 

- Методи дослідження 
• посилання на Посібник з випробувань ОЕСР та інші посібники, що будуть використо­

вуватися. 
- Первинні дані (якщо потрібно) 

• обґрунтування вибору тест-системи; 
• характеристика тест-систем (види, лінії, штами, джерела постачання, номери, маса тіла, 

стать, вік та інша інформація, що стосується цих систем); 
• спосіб уведення досліджуваної речовини та обгрунтування йою вибору; 
• рівні доз та/або концентрацій, частота, тривалість введення; 
• докладна інформація про експериментальний план, включаючи хронологічний опис 

процедур випробування, усі методи, матеріали та умови, види та частота проведення аналізів, 
вимірів, спостережень і випробувань, що будуть виконуватися. 

- Документація 
• перелік документів, що будуть зберігатися. 

При багатоцентрових випробуваннях протокол випробування повинен містити інформацію 
щодо прізвища та адреси головного дослідника, розташування установ (лабораторій) випро­
бування, складових випробування, методів і статистичних показників, місця розташування 
архіву для збереження документації, що стосується випробувань, за що відповідає головний 
дослідник, відповідність випробування вимогам GLP (включаючи національні вимоги) і ка­
лендарному графікові, який визначає послідовність проведення випробування. Протокол 
випробування повинен включати процедури реєстрації даних з метою забезпечення сумісно­
го отримання результатів усіх лабораторій, включених у багатоцентрові випробування та від­
повідності даних вимогам відповідального виконавця. 

У протоколі необхідно зазначити, які матеріали підлягають збереженню в архіві, а також 
визначиш місце їх зберігання. 
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Розділ І 
Протокол випробування вважається затвердженим документом після його підписання від­

повідальним виконавцем, керівником установи, яка проводить випробування та, в разі потре­
би, спонсором (замовником). Протокол мас бути розданий персоналу випробування та спів­
робітникам служби гарантії якості, яка при плануванні інспекторських перевірок повинна 
спиратися на інформацію, наведену в протоколі. 

Протокол випробування відрізняється від експериментального плану, оскільки він с специ­
фічним документом для складових випробувань і буде обговорюватися пізніше. 

Примітки. Примітки с засобом реєстрації додаткової інформації про випробування, наприк­
лад, відхилення від протоколу випробування. Примітки можуть вноситися персоналом, але 
повинні доводитися до відома відповідального виконавця, який підтверджує їх коректність та 
забезпечує подальшу іпформовапість щодо їх наявності. Послідовна нумерація приміток по­
легшує контроль за випробуванням. Значні відхилення від протоколу випробувань доречно 
класифікувати та документувати як поправки до протоколу. 

Всі зміни, модифікації або виправлення протоколу, узгоджені з відповідальним вико­
навцем, включаючи обґрунтування внесених змін, повинні бути задокументовані, дато­
вані та підписані відповідальним виконавцем і зберігатися разом із протоколом випробування. 

Проведення випробування. Кожне випробування, а також всі його є гани повинні бути чіт­
ко визначеними. Випробування повинні проводитися згідно з протоколом. Всі дані, отримані 
під час проведення випробувань, повинні реєструватися безпосередньо, відразу, чітко та у дос­
тупній ([юрмі особою, яка їх отримує та фіксує, а також ставить свій підпис і дату. 

Персонал випробування повинен чітко усвідомлювати, що розуміється під вихідними дани­
ми. Визначення вихідних даних (див. Основні терміни та поняття) повинно бути задокументо­
вано. Записи вихідних даних повинні давати можливість відтворення випробувань. Завдяки 
ним має бути можливим визначення всіх дій, які відбувались протягом виконання випробу­
вань, чому, де, ким вони виконувались та які засоби при цьому були залучені. Тому всі дані по­
винні реєструватися акуратно, чітко і вірно. Будь-які корективи вносяться без виправлень ори-
іінальних даних. Вони повинні бути підписані і датовані з наведенням причин внесення попра­
вок. Вихідні дані включають не лише спеціальну документацію з проведення випробування, 
але і загальні записи, що стосуються апаратури, матеріалів та реактивів, препаратів порівнян­
ня, носіїв, а також тест-систем.. Протягом випробування вихідні дані повинні знаходитись на 
місці проведення випробувань, а не передаватися до архіву для довгострокового зберігання. 

Будь-які зміни у вихідних даних повинні вноситися таким чином, щоб не спотворювати 
зміст раніше написаного. При цьому необхідно вказувати причину поправок, а під ними по­
винні стояти дата і підпис особи, яка їх вносить. 

Даігі, отримані і безпосередньо введені в комп'ютер, необхідно ідентифікувати під час їх вво­
ду особою (-ами), відповідальною за внесення даних. Виправлення повинні вноситься окремо 
із зазначенням причин, дати і даних про особу, яка робить зміни. 

Служба контролю якості. Установи, які проводять випробування, повинні мати службу по 
забезпеченню контролю якості для гарантії того, що випробування виконуються відповідно до 
принципів GLP. 

Програма гарантії якості мас виконуватися особою або особами, добре знайомими з проце­
дурами випробування. Вони призначаються та підпорядковуються безпосередньо керівнику 
установи (лабораторії). Цю особу (особи) не варто залучати до проведення випробувань, 
якість яких контролюється. 

Служба контролю якості повинна повідомляти про будь-які виявлені факти невідповіднос­
ті принципам GLP у письмовій формі безпосередньо керівнику установи або відповідальному 
виконавцю. 

Основними обов'язками служби контролю якості є: 
- пересвідчитись, що протокол випробування та СОП доступні персоналу, який проводить 

випробування; 
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- забезпечувати періодичну перевірку лабораторій та/або виконуваних ними досліджень що­
до дотримання протоколу випробування та СОП. Записи про ці перевірки повинні зберігатися; 

- негайно повідомляти керівника установи (лабораторії) або відповідального виконавця 
про несанкціоновані відхилення від протоколу випробування та СОП; 

- переглядати заключні звіти для підтвердження того, що методи, процедури і спостережен­
ня точно описані, а внесені до протоколу результати точно відображають вихідні дані випро­
бування; 

- готувати і підписувати спеціальний висновок, в якому повинні бути зафіксовані дати про­
ведених інспекцій, виявлені факти невідповідності GLP, про які повідомлено керівнику уста­
нови та відповідальному виконавцю. Цей висновок має додаватись до заключного звіту 

Основним обов'язком керівника установи (лабораторії), яка проводить випробування, с за­
безпечення її функціонування у відповідності з принципами GLP. Керівництво може доручати 
проведення контролю за діяльністю лабораторії .галузевій керівній організації^але завжди збе­
рігає повну відповідальність за його здійснення. Одним із важливих обов'язків керівника лабо­
раторії є призначення кваліфікованого та досвідченого персоналу служби контролю якості. 

Має бути чітко визначений менеджер, який несе основну відповідальність за дотримання 
вимог GLP. До його обов'язків входить призначення персоналу з відповідною кваліфікацією, 
як для експериментальної програми, так і для проведення незалежної функції по забезпечен­
ню контролю якості. Керівництво, відповідно до принципів GLP, повинно стежити за тим, 
щоб персонал служби контролю якості не брав участі у проведенні випробувань, які контро­
люються. Особа, на яку покладається відповідальність за функціонування служби гарантії 
якості, повинна мати можливість прямого зв'язку з різними рівнями керівництва, зокрема, з 
керівником установи, що проводить випробування. 

Персонал служби контролю якості повинен бути навченим, мати практичні навички, знан­
ня і досвід, необхідні для виконання своїх обов'язків. Він має бути знайомий із процедурами 
випробування, стандартами і системами, які застосовуються установою ( лабораторією), що 
проводить випробування. Особи, призначені для виконання функцій по забезпеченню кон­
тролю якості, повинні чітко розуміти теоретичні концепції, що лежать в основі досліджень, 
моніторинг яких проводиться. Вони повинні також повністю розуміти принципи GLP. 

У випадку недостатності спеціальних знань або при необхідності отримання додаткової ін­
формації рекомендується звертатися до спеціалістів. Керівництво також повинно гарантува­
ти наявність навчальної програми, яка охоплює всі аспекти роботи по забезпеченню контро­
лю якості. Програма навчання повинна, по можливості, включати отримання досвіду, на робо­
чому місці, під наглядом компетентного і навченого персоналу. Доцільне також відвідування 
персоналом служби контролю якості семінарів і курсів, як за місцем роботи, так і за її межа­
ми. Наприклад, бажано пройти навчання на курсах з отримання навичок спілкування та вирі­
шення конфліктних ситуацій. Навчання повинно проводитись без відриву від виробництва і 
підлягати періодичним перевіркам. 

Керівник установи відповідає за забезпечення розробки та впровадження протоколу випро­
бувань та СОП. Персонал служби контролю якості, як правило, не залучається до розробки 
проекту СОП, проте, бажано, щоб він переглядав СОН перед використанням з метою оцінки 
ясності їх викладення та узгодженості з принципами GLP. 

Керівник установи повинен забезпечити доступність протоколу випробування персоналу 
служби контролю якості до початку випробування. Це дозволяє службі контролю якості: 

- контролювати відповідність протоколу випробувань принципам GLP; 
- оцінювати чіткість та послідовність протоколу випробувань; 
- визначати критичні фази випробувань; 
- планувати програму моніторингу стосовно випробувань. 
Про внесення правок до протоколу випробувань варто інформувати службу контролю 

якості з метою полегшення проведення ефективного моніторингу. 
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Розділ І 

Програма контролю якості грунтується на проведенні різних видів перевірок: 
- Безпосередні перевірки випробування: вони розписані відповідно до хронології даного вип­

робування, зазвичай, спочатку визначаються критичні фази випробування. 
- Інспекції лабораторій, які проводять випробування: вони не стосуються контролю спеці­

альних випробувань, але зачіпають загальні приміщення і види діяльності всередині лабора­
торії (обладнання, технічне обслуговування, комп'ютерні системи, навчання, вилив на навко­
лишнє середовище, експлуатація, калібрування тощо). 

- Перевірки ходу випробування: вони також проводяться незалежно від спеціальних випро­
бувань і здійснюються з метою контролю та спостереження за випробуваннями, які часто пов­
торюються, і тому перевірки, як правило, проводяться вибірково. Вважається недоцільним 
проводити безпосередні інспекції випробувань, які постійно повторюються. 

Персонал служби контролю якості повинен планувати свою роботу належним чином, а зап­
лановані ним процедури мають бути описаними відповідними СОП. Слід вести перелік зап­
ланованих і поточних випробувань та оцінки робочого навантаження персоналу служби 
контролю якості. 

Як і у випадку з будь-якими іншими СОП згідно принципів GLP СОП стосовно інспекції та 
перевірки повинні бути перевірені керівництвом. Персонал та керівник служби контролю якості 
повинні обґрунтовувати слушність вибору методів вирішення поставлених перед ними задач. 

Національні органи з моніторингу виконання принципів GLP можуть запросити інформа­
цію про характер і дати перевірок, проведених службою контролю якості. Але звіти персона­
лу служби контролю якості про інспекції, як правило, не повинні розглядатися на предмет їх 
змісту національними органами, які проводять моніторинг, оскільки це може уповільнити ро­
боту служби контролю якості внаслідок підготовки звітів про виконані перевірки. Проте, на­
ціональні моніторингові органи можуть періодично вимагати доступ до змісту інспекційних 
звітів для того, щоб переконатися в адекватному функціонуванні служби контролю якості, але 
не з метою виявлення фактів невідповідності принципам GLP при виконанні випробувань. 

Ознайомлення з вихідними даними випробувань персонал служби контролю якості може 
виконувати по-різному. Наприклад, можуть розглядатись записи щодо експериментальних 
фаз випробування у процесі перевірок або під час перевірки заключних звітів. Керівництво 
повинно забезпечити перевірку службою контролю якості усіх заключних звітів, які претен­
дують на відповідність принципам GLP. Ця перевірка повинна проводитися на етапі підготов­
ки заключного проекту, коли усі вихідні дані зібрані і ніякі зміни не передбачаються. 

Завданням перевірки заключного звіту є визначити: 
- відповідність проведення випробування протоколу та СОП; 

достатню чіткість та повноту викладення результатів випробування у звіті; 
- відповідність всіх складових частин звіту вимогам GLP; 
- узгодженість звіту; 

- повноту вихідних даних та їх відповідність GLP. 
Персонал служби контролю якості може визнати доцільним записувати результати перевір­

ки заключного звіту у формі, достатньо деталізованій для відновлення процесу перевірки. 
Процедури мають бути розроблені таким чином, щоб під час перевірки служба контролю 
якості була у курсі всіх доповнень або змін щодо даних і а звіту про випробування. 

До підписання висновку служба контролю якості повинна переконатись, що: всі спірні пи­
тання, які виникли в ході перевірки, були належним чином подані в заключному звіті; вжито 
усі необхідні заходи; до звіту не внесено будь-які зміни, які б вимагали наступної перевірки. 

Будь-які виправлення або доповнення до заключного звіту повинні перевірятися службою 
контролю якості. При необхідності можна надавати переглянутий або додатковий висновок 
щодо забезпечення контролю якості. 

Висновок, підписаний службою контролю якості відповідно до принципів GLP, повинен 
включатись до заключного звіту і містити інформацію про дати проведених перевірок, а також 
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дати повідомлення керівника установи та керівника випробувань про виявлені факти невід­
повідності принципам GLP. Керівник установи зобов'язаний забезпечити, щоб даний висно­
вок містив прийнятий службою контролю якості офіційний звіт керівника випробування, від­
повідно до вимог GLP, і входив до заключного звіту. 

Форма висновку служби контролю якості повинна відповідати суті звіту. Висновок мас 
включати повну назву випробування та дати перевірок, здійснених персоналом служби кон­
тролю якості. Якщо індивідуальні перевірки випробування не були частиною запланованої 
програми, необхідно надати висновок про забезпечення контролю якості, в якому деталізова­
но проведені моніторингові перевірки, наприклад, у випадку короткострокових випробувань, 
коли повторні перевірки кожного випробування с недоцільними. 

У висновку необхідно вказати, що звіт про випробування точно відображає результати вип­
робування. За відповідальним виконавцем залишається зазначення у заключному звіті будь-
яких моментів невідповідності принципам GLP. 

Відповідність принципам GLP є регульованою вимогою, запропонованою при прийнятті ре­
зультатів випробувань. Проте, випробування деяких засобів може здійснюватись в досліджен­
нях, які не надаються на розгляд регулюючим органам. Якщо нерегульовані випробування не 
проводяться у відповідності зі стандартами, подібними до принципів GLP, це зазвичай нега­
тивно впливає на відповідність вимогам випробувань, що регламентуються принципами GLP. 

З метою здійснення належної оцінки робочого навантаження, придатності обладнання то­
що, до переліку випробувань, які контролюються персоналом служби контролю якості, не­
обхідно вказувати як регульовані, так і нерегульовані випробування. Дослідження, які ви­
копуються не за вимогами GLP, після початку випробувань не можуть претендувати на від­
повідність принципам GLP. Якщо випробування, заплановано як таке, що відповідає прин­
ципам GLP, але не проводиться згідно вимог GLP, це повинно бути чітко відображено в до­
кументах. 

У невеликих лабораторіях, які проводять випробування, може бути недоречним утримання 
персоналу, зайнятого лишеїабезиеченням контролю якості. Проте, керівництво повинно на­
дати, принаймні, одну індивідуальну постійну, можливо, за сумісництвом, посаду для коорди-
нації функцій забе^ечення"^ зберігати деяку сталість стосовно пер­
соналу сдужби_контролю~якості з метою накопичення досвіду та забезпечення відповідної ін­
терпретації результатів перевірок. Для осіб, які беруть участь у випробуваннях, що відповіда­
ють принципам GLP, прийнятно виконувати функцію забезпечення контролю якості стосов­
но випробувань, які Проводяться в інших підрозділах всередині лабораторії, що перевіряєть­
ся. Для персоналу служби контролю якості, який не належить до даної лабораторії, прийнят­
ним є здійснення функцій по забезпеченню контролю якості відповідно до вимог GLP. 

Ця концепція може стосуватись випробувань, які проводяться у багатьох лабораторіях, за 
умови чітко визначеної загальної відповідальності за координацію дій. 

Конфіденційні матеріали. При багатоцентрових випробуваннях необхідно забезпечити 
умови, за яких конфіденційність не впливала б на передачу інформації між установами. Пер­
соналу випробування доцільно відповідно помітити такі матеріали. 

Звітність про результати випробування. Принципи GLP, специфічні для звіту про резуль­
тати випробування, подані в табл. 9. Згідно принципів GLP, затверджених ОЕСР, використо­
вують термін «заключний звіт». У даному документі замість цього терміну вживається термін 
«звіт про випробування», який визначає звіт про складове випробування (див. розділ «Звії 
про випробування»). 

Звіт про випробування повинен бути своєчасно складений. Він підписується і датується ке­
рівником випробування, який бере на себе відповідальність за правильність даних, відповід­
ність звіту виконаній роботі та надання всіх отриманих даних. При багатоцентрових випробу­
ваннях у звіті повинна бути розкрита і визначена роль головного дослідника та складових 
місць випробування. 
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Розділ І 
Таблиця 9 

Звіт про результати випробування  
9.1 Загальні відомості  
1. Звіт про випробування повинен подаватись для кожного випробування. При 

короткострокових випробуваннях може бути поданий стандартизований звіт про випробування 
зі специфічними для даного випробування доповненнями ______ 
2. Звіти головного дослідника або вчених, що приймають участь у випробуванні, повинні бути 

підписані і датовані ними. _______ 
3. Звіт про випробування підписується і датується відповідальним виконавцем, який приймає 

таким чином відповідальність за достовірність даних. Повинен бути засвідчений ступінь 
відповідності випробування принципам GLP.  
4. Коректування і доповнення до звіту про випробування повинні проводитися у формі 
поправок. Поправки повинні ясно визначати причини коректувань і доповнень, та 
підписуватися і датуватися керівником випробування.  
5. Приведення звіту про випробування у відповідність із вимогами національних реєструючих 

та регулюючих органів не вважається коректуваннями, доповненнями або поправками до звіту 
про випробування. 
9.2 Зміст звіту про випробування  
Звіт про випробування повинен включати, але не обмежуватися, наступною інформацією.  
1. Ідентифікація випробування, досліджуваних матеріалів, контрольних матеріалів і матеріалів 

порівняння: 
1) описовий заголовок; 
2) ідентифікація досліджуваного матеріалу за кодом або назвою; 
3) ідентифікація контрольних матеріалів та матеріалів порівняння, що будуть 

використовуватися (за необхідності); 
4) характеристика досліджуваних матеріалів за чистотою, стабільністю та однорідністю.  
2. Інформація, що стосується Замовника та Установи-виконавця: 
1) ім'я та адреса Замовника; 
2) ім'я й адреса керівника установи та окремих випробувань; 
3) ім'я та адреса відповідального виконавця; 
4) ім'я та адреса головних дослідників, а також найменування фаз випробування, делегованих 
відповідальним виконавцем головним дослідникам; 
5) ім'я й адреса вчених, що надають складові звіти для звіту про випробування. ________ 
3. Дати: 
Дати початку та закінчення експериментів.  
4. Акти. Список актів служби контролю якості про дати і типи інспекцій, включаючи інспекції 
фаз випробування, дати доповідей результатів інспекцій відповідальному виконавцю і 
головному досліднику, в разі необхідності. Ці акти повинні також служити підтвердженням 
того, що звіт відображає вихідні дані. _____ _ _ 
5. Опис матеріалів і методів; 
1) опис застосованих матеріалів і методів тестування; 
2) посилання на ОЕСР посібник із тестування, або на інші посібники або методи тестування. 
6. Результати: 
1) зведення результатів; 
2) вся інформація і дати, що потребуються для протоколу випробувань; 
4) подання результатів, включаючи обчислення, визначення статистичної достовірності і 

статистичних значень контрольних даних: 
5) оцінка та обговорення результатів, висновки, де необхідно. ______ 
7. Зберігання: Розташування місця зберігання протоколу випробувань, зразків, контрольних 
матеріалів та матеріалів порівняння, проб, вихідних даних і звіту про випробування.  

Звіт про випробування повинен містити висновок про відповідність проведення досліджень 
та звіту вимогам GLP, а також ясного визначення відхилень випробування від правил GLP, 
якщо такі с Такий висновок підписується і датується відповідальним виконавцем і грунтуєть­
ся на статусі GLP всіх лабораторій, які беруть участь у випробуванні, причому не лише в ме-

41 



Належна лабораторна практика (GLP) 

жах національних програм з GLP. При багатоцентрових випробуваннях може бути доцільним, 
щоб головний дослідник включив підписаний висновок про відповідність GLP у свій частко­
вий звіт, який направляється відповідальному виконавцю. 

Висновок про відповідність принципам GLP не повинен підмінюватися висновком служб 
контролю якості, який має бути у звіті у вигляді окремого та незалежного результату моніто­
рингу випробування цими службами. 

Відповідальний виконавець повинен затвердити і підписати будь-які виправлення та/або 
доповнення до звіту про випробування. 

Після закінчення випробувань необхідно підготувати заключний звіт. Рекомендується зас­
тосування міжнародної системи одиниць (SI). 

Відповідальний виконавець повинен підписати заключний звіт із зазначенням дати. Якщо 
звіти основних виконавців за суміжними дисциплінами внесені до заключного звіту, то на них 
повинні стояти їх підписи із зазначенням дати. 

Виправлення та доповнення до звіту повинні бути у формі поправок. Поправки повинні чіт­
ко вказувати причину виправлень, доповнень і бути підписані відповідальним виконавцем та 
головним фахівцем з кожної дисципліни, задіяіюї у проведенні випробування. 

Звіт повинен включати, але не обмежуватися, наступною інформацією: 
- Ідентифікація випробування, речовини, що випробовується, і препарату порівняння 

• описова назва; 
• визначення речовини, що випробовується, за кодом або назвою (ШРАС; ХАН, номер і т.д.); 
• визначення препарату порівняння за хімічною назвою; 
• характеристика речовини, що випробовується, включаючи наявність домішок, стабіль­

ність та гомогенність. 
- Інформація стосовно установи, що проводить випробування 

• назва та адреса; 
• ім'я відповідального виконавця; 
• імена основних виконавців окремих фрагментів заключного звіту. 

Терміни 
• дати початку та завершення випробування. 

- Висновок 
• висновок служби контролю якості із зазначенням дат проведення інспекцій та повідом­

лень відповідального виконавця про виявлені факти порушень. 
- Опис матеріалів та методів дослідження 

• перелік матеріалів та методів; 
• посилання на посібники ОЕСР з випробувань та інші керівництва. 

- Результати 
• стислий виклад результатів (резюме); 
• інформація про дані відповідно до протоколу випробувань; 
• наведення результатів досліджень, включаючи методи розрахунків та статистичної обробки; 
• оцінка та обговорення результатів і, при необхідності, висновки. 
- Зберігання 

' • місце зберігання всіх зразків, проб, вихідних даних та заключного звіту. 
Зберігання даних досліджень та матеріалів. Принципи GLP стосовно записів наведено в 

табл. 10. 
До обов'язків керівника випробувань входить забезпечення своєчасного надходження до ар­

хіву всіх матеріалів випробування. Це повинно бути зазначене у звіті про випробування. Як­
що матеріали випробувань зберігаються в різних архівах, а випробування підлягає регуляр­
ним перевіркам, може виникнути необхідність зведення всіх матеріалів в одне місце. 

Відповідальність за безпечне утримання матеріалів випробувань перекладається з керівни­
ка випробування на керівника установи-виконавця, який повинен забезпечити наявність пер-
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Розділ І 
Таблиця 10 

Накопичення та зберігання записів і матеріалів 
10.1 Такі матеріали повинні зберігатися в архівах протягом періоду, визначеного відповідними 
службами: 
1) протокол випробування, вихідні дані, зразки досліджуваних матеріалів, контрольних 

матеріалів і матеріалів порівняння, проби і звіт про випробування з кожного етапу; 
2) записи про всі інспекції, проведені відповідно до програми контролю якості, а також 
головний графік робіт; 
3) записи щодо кваліфікації, навчання, досвід і посадові обов'язки персоналу; 
4) запису і звіти про догляд та калібрування апаратури; 
5) атестаційні документи комп'ютеризованих систем; 
6) історичний файл усіх СОП; 
7) записи про моніторинг навколишнього середовища. 
Якщо необхідний термін зберігання матеріалів ще не минув, повинно документуватися місце 
їхнього зберігання. В разі знищення з якоїсь причини зразків та проб досліджуваних матеріалів, 
контрольних матеріалів і матеріалів порівняння до закінчення необхідного терміну зберігання, 
необхідно обґрунтовувати і документувати цю процедуру. Зразки і проби досліджуваних 
матеріалів, контрольних матеріалів і матеріалів порівняння повинні зберігатися настільки 
довго, наскільки дозволяє їхня якість 
10.2 Матеріали, що зберігаються в архіві, повинні бути індексовані для забезпечення 
систематизованого збереження та полегшення доступу до них. 
10.3 До архівів має доступ лише затверджений адміністрацією персонал. Переміщення 
матеріалів усередині архіву та їх діставання з архіву повинно старанно реєструватися.  
10.4 Якщо тест-системи не мають архіву, або використовуються тимчасові архіви, які не мають 
офіційної реєстрації, архів випробування повинен бути переміщений в архіви Замовника 
випробування. 

соналу, відповідального за безпеку архіву та упорядкування картотеки. Термін збереження 
матеріалів в архіві повинен відповідати вимогам регулюючих органів або визначатися керів­
ником установи, яка проводила випробування. 

Зберігання та пошук. Архів повинен бути сконструйований та обладнаний у відповідності з 
вимогами щодо розміщення та надійного зберігання вказаних нижче матеріалів: 

- протоколів випробування; 
- вихідних даних; 
- заключного звіту; 
- звітів про інспекторські перевірки установи (лабораторії) та аудити випробувань, прове­

дені відповідно до програми забезпечення контролю якості; 
- зразків та проб. 
З метою поліпшення упорядкованого зберігання та забезпечення швидкого пошуку матері­

алів, що зберігаються в архіві, вони мають відповідним чином кодуватись. Доступ до архіву 
повинен мати лише персонал, уповноважений керівником установи. Передача матеріалів до 
архіву та за його межі повинна відповідним чином фіксуватися. 

Термін зберігання. Відповідні регулюючі органи визначають термін збереження вказаних 
нижче матеріалів випробувань: 

- протоколу випробувань, вихідних даних, зразків, проб та заключного звіту з кожного вип­
робування; 

- документації про всі інспекторські перевірки та аудити, проведені в межах програми забез­
печення контролю якості; 

- короткої інформації про кваліфікацію, освіту, досвід та функціональні обов'язки персо­
налу; 

- документації та звітів про обслуговування і калібрування устаткування; 
- архівного файлу стосовно СОП. 
Зразки та проби повинні зберігатися протягом терміну, який дозволяє здійснювати їх якісну 

оцінку. 
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Якщо установа, яка проводить випробування, або лабораторія, що уклала договір з архівом, 
згортають свою діяльність без визначення юридичного спадкоємця, архів необхідно передати 
Замовнику випробування. 

КОРОТКОТРИВАЛІ ВИПРОБУВАННЯ 
Згідно положень ОЕСР принципи GLP стосовно будь-якого окремого виду випробувань є за­

гальними. Досвід моніторингу відповідності принципам GLP, накопичений країнами-членами 
ОЕСР, стосується, головним чином, довготривалих випробувань на токсичність. Але, оскільки 
питанню відповідності принципам GLP ОЕСР щодо короткотривалих випробувань з боку керів­
них органів та уповноважених з проведення моніторингу відповідності міжнародним правилам 
приділяється підвищена увага, за основу взято загально визнані існуючі методики та технології. 

Короткострокові біологічні випробування включають визначення гострої токсичності, дос­
лідження мутагенних властивостей та екотоксикологічні випробування. 

Фізико-хімічні випробування - це короткотривалі дослідження, випробування або вимірю­
вання, які за терміном не перевищують один робочий тиждень. При проведенні їх застосову­
ються поширені методи (напр., ті, що наведено в посібниках з проведення випробувань згідно 
вимог ОЕСР), а отримані легко відтворювані результати часто виражені простими числовими 
(цифровими) значеннями або словесними виразами. 

Короткотривалі фізико-хімічні випробування включають, але не обмежуються, досліджен­
ням хімічних властивостей, визначенням точки плавлення, тиску пару, коефіцієнту заломлен­
ня, вибухових властивостей та інших подібних випробувань, для яких існують посібники з 
випробувань. Проте, регулюючими органами в країнах-членах ОЕСР чітко визначено, які з 
цих випробувань повинні подаватись їм на розгляд з приводу відповідності принципам GLP. 
Такі розділи принципів GLP згідно ОЕСР потребують більш точного визначення їх застосу­
вання щодо короткотривалих випробувань. Розділи правил GLP, що не потребують пояснень, 
у даному матеріалі не повторюються. Примітки до принципів GLP подані для подальшого ке­
рівництва і правильного їх розуміння. 

Обов'язки керівника установи (лабораторії). Керівник установи (лабораторії), яка прово­
дить випробування, повинен перед початком кожного випробування призначити відповідаль­
ного виконавця - спеціаліста відповідної кваліфікації, освіти та досвіду роботи. 

[Прим.] Питатя призначення відповідального виконавця є основним стосовно забезпечення 
належного планування випробування, його проведення та одержання звіту за його результата­
ми. При призначенні спеціаліста па посаду відповідального виконавця, можливо, варто надава­
ти більше значення його досвіду роботи, ніж освіті. 

Програма контролю якості. Установа (лабораторія), яка проводить випробування, повинна 
мати документально оформлену програму забезпечення контролю якості для гарантії того, що 
випробування проводяться відповідно до принципів GLP. 

[Прим. 1] Всі рекомендації «програми забезпечення контролю якості» повинні трактувати­
ся з посиланням па принципи GLP згідно вимог ОЕСР та погоджувальний документ організації 
ОЕСР про забезпечення контролю якості і GLP. Що стосується фізико-хімічних випробувань, 
то визнано, що інші опубліковані стандарти (наприклад, ISO 9000 серії) трактують термін 
«забезпечення контролю якості» по-різному. 

[Прим. 2 J Документація стосовно програми забезпечення якості досліджень повинна включа­
ти опис уживаних термінів перевірок (інспекцій) «безпосередні перевірки випробування», «ін­
спекції лабораторій, що проводять випробування», «перевірки процесів випробувань», як визна­
чено в погоджувальному документі ОЕСР № 4 «забезпечення контролю якості та GLP». Ці виз­
начення приводяться нижче: 

- «Безпосередні перевірки випробувань»: вони розписані відповідно хронології даного випробу­
вання; звичайно, спочатку визначаються критичні фази випробування. 
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- «Інспекціїлабораторій, що проводять випробування»: вони не стосуються контролю спеці­

альних випробувань, але охоплюють загальні приміщення та види діяльності всередині лабора­
торії (устаткування, технічне обслуговування, комп'ютерні системи, навчання, вплив на нав­
колишнє середовище, експлуатація, калібрування і т.д.) 

- «Перевірки процесів випробувань»: вони також проводяться незалежно від спеціальних вип­
робувань, а здійснюються для контролю та спостереження за процесами, що повторюються і, 
як правило, проводяться вибірково. 

Обов'язки персоналу служби контролю якості повинні включати, але не обмежуватися, 
такими функціями: 

- переконаїпся, що протокол випробування га СОП доступні персоналу, який проводить 
випробування; 

- забезпечити, щоб протокол випробування іа СОП перевірялися під час періодичних ін­
спекцій лабораторії, яка проводить випробування, та/або в ході аудиту випробування в про­
цесі його виконання. Записи про такі процедури повинні зберігатися. 

І Прим, j Внаслідок повторності виконання та рутинного характеру деяких стандартних ко­
роткострокових випробувань у погоджувальному документі ОЕСР про забезпечення контролю 
якості і GLP було визнано, що персоналу служби контролю якості не варто проводити індиві­
дуальну перевірку кожного подібного випробування. У цих випадках кожне випробування може 
піддаватися інспекції процесів випробування, що є складовою програми контролю якості. Час­
тота таких інспекцій повинна бути точно визначеною у схвалених службою контролю якості 
СОН, якими враховано кількість, частоту та/або складність проведених у лабораторії випро­
бувань. СОП повинні також гарантувати, щоб такі інспекції процесів випробування проводи­
лися регулярно. 

- готувати та підписувати висновок, який повинен включатись до заключного звіту з позна­
ченням дати проведених інспекцій та дати виявлених фактів невідповідності принципам GLP, 
про які повідомлено керівнику установи (лабораторії) та відповідальному виконавцю. 

(Прим./ У випадках, коли індивідуальні безпосередні перевірки випробування не проводяться, 
у висновку про забезпечення контролю якості повинно бути чітко описано, які види перевірок 
були проведені і коли. Висновок про забезпечення контролю якості повинен вказувати, що зак­
лючний звіт випробування підлягав аудиту. 

Установа (лабораторія). Для забезпечення вимог виконання випробувань та максимально­
го запобігання ситуацій, які могли б несприятливо вилинути на достовірність результатів 
випробування установа (лабораторія), яка проводить дослідження, повинна мати приміщен­
ня відповідних розмірів, конструкції та розташування. Конструкція лабораторії, що прово­
дить випробування, повинна забезпечувати необхідний ступінь поділу різноманітних видів ді­
яльності для гарантії належного проведення кожного виду випробування. 

/Прим./ Головним чином викликає побоювання стосовно можливості забруднення тест-сис-
теми при використанні біологічних систему випробуваннях in vitro. У лабораторіях повинні бу­
ти передбачені приміщення та розроблені процедури, які б наочно попереджали та/або дозво­
ляли здійснювати контроль за таким потенційним забрудненням. 

Прилади. Інструментальні засоби, що використовуються при проведенні випробувань, необ­
хідно періодично перевіряти, чистити, обслуговувати та калібрувати у відповідності до СОП. 
Необхідно зберігати записи про такі процедури. 

[Прим.] Калібрування повинне, де необхідно, забезпечувати фіксацію вимірів згідно до основ­
них фізичних величин, які підтримуються відповідними національними органами. Інструмен­
тальні засоби (прилади) варто періодично перевіряти на предмет точності вимірів. Речовини, 
що використовуються для калібрування, варто розглядати як еталонні субстанції, які, проте, 
не потрібно зберігати. 

Фізичні/хімічні тест-системи. [Нрим.] Варто звернути увагу на деякий збіг між- вимогами 
для «Фізичних/хімічних тест-систем», викладених у розділі 5.1.1 Принципів GLP ОЕСР, та ви-
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могами для «інструментальних засобів» (розділ 4.1.1). Очевидно, цей збіг не має будь-якого 
практичного значення для випробувань даного типу. Інструментальні засоби (прилади), що 
застосовуються у фізичній/хімічній тест-системі, повинні періодично перевірятися, чисти­
тися, обслуговуватися і калібруватися відповідно до СОП (Розділ 4.1.2 Принципів GLP). 

БІОЛОГІЧНІ тест-системи. Необхідно створити та підтримувати належні умови для утриман­
ня, обробки та догляду за тваринами, рослинами, мікроорганізмами, а також іншими клітин­
ними і субклітинними системами з метою забезпечення належної якості даних. 

Крім того, умови повинні відповідати національним регламентуючим вимогами стосовно 
ввозу, збору, догляду та використанню тварин, рослин, мікроорганізмів, а також інших клі­
тинних та субклітинних систем. 

Вперше отримані тест-системи тваринного або рослинного походження необхідно ізолю­
вати до одержання результатів оцінки стану їх життєздатності. Якщо мас місце незвична 
смертність або захворюваність, дана партія не повинна використовуватися у випробуваннях і, 
при необхідності, повинна бути знищена із застосуванням гуманних методів. Необхідно вести 
записи про джерело, дату надходження та умови надходження тест-систем. 

Тест-системи тваринного, рослинного, мікробного та клітинного походження необхідно ак­
ліматизувати до середовища, де мають проводитись випробування протягом відповідного тер­
міну до їх початку. 

(Прим. 1]Інформація про тест-систему: Необхідно вести документи, що містять записи про 
ріст, життєздатність та відсутність заражень партій тест-систем in vitro. Важливо, щоб 
походження та умови зберігання тест-системи для випробувань in vitro були документовані. 

І Прим. 2 J Першочерговою характеристикою тест-системи для випробувань in vitro e гаран­
тія її чистоти, тобто тест-система відповідає опису, визначеному протоколом випробування. 
Це можна забезпечити, наприклад, за допомогою періодичного контролю генетичних показни­
ків, каріотипів або дослідження мікоплазми. 

/Прим. З J Ізолювання тест-систем: У випадку проведення короткострокових біологічних вип­
робувань ізолювання тест-систем тваринного та рослинного походження може бути непот­
рібним. СОП, що застосовуються в лабораторії, повинні містити інформацію стосовно оцінки 
стану тест-систем (напр., історія створення та наступного розвитку колони, постачальник 
тест-систем, спостереження, серологічна оцінка). 

[Прим. 41 Контроль за факторами, здатними негативно вплинути па достовірність резуль­
татів випробувань in vitro: Повинні бути гарантії того, що вода, скляний посуд та інше лабо­
раторне оснащення не містять речовин, які можуть зашкодити проведенню випробування. Для 
досягнення цієї мети до протоколу випробування варто включити препарат порівняння. 

[Прим. 5J Характеристика культуральних середовищ: Повинна вестися відповідна документа­
ція щодо типів середовищ, інгредієнтів та номерів партій середовищ (напр. антибіотики, сироват­
ки тощо). СОП повинні гарантувати правильність готування та прийнятність таких середовищ. 

[Прим. 6[ Застосування тест-системи: При певних обставинах деякі країии-учасиики ОЕСР 
допускають повторне використання тварини або одночасне випробування кількох речовин па 
одній тварині. Питання, що викликає побоювання з погляду принципів GLP, полягає в тому, що в 
усіх випадках необхідно зберігати повну документацію про використання тварини раніше, а та­
кож фіксувати це в заключному звіті. Також необхідно документально підтверджувати, що та­
кі дії не перешкоджають одержанню правильної оцінки речовин, що випробовуються. 

Речовини, що випробовуються, та препарати порівняння. Кожна речовина, що випробову­
ється, та препарат порівняння повинні бути відповідним чином позначені (наприклад, код, хі­
мічний абстрактний номер (ХАН), назва). В межах кожного випробування необхідно позна­
чати кожну партію досліджуваної речовини або препарату порівняння, як-от вказувати номер 
партії, чистоту, склад, концентрацію іа інші характеристики. 

Для усіх видів випробувань потрібно мати інформацію про стабільність речовин, що випро­
бовуються, та препаратів порівняння за даних умов зберігання. Якщо досліджувана речовина 
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вводиться в тому чи іншому середовищі, необхідно розробити СОП для визначення її одно­
рідності та стабільності в даному середовищі. 

[Прим. 1]Для кожної партії досліджуваної речовини, а також препарату порівняння має бу­
ти інформація стосовно їх тотожності. Рекомендується, щоб такі дані було отримано відпо­
відно до принципів GLP, що сприяло б їх визнанню всіма країнами-членами ОЕСР. На ранніх 
стадіях розробки препаратів допускається визначення їх аналітичної характеристики після 
проведення біологічних випробувань. Проте, перед початком випробування має бути надано 
певну інформацію щодо хімічної будови речовини, що випробовується. 

[Прим. 2] Стабільність речовин, що випробовуються, та препаратів порівняння, в залежнос­
ті від умов їх зберігання, рекомендується, при необхідності, визначати відповідно до принципів 
GLP, що сприяло б визнанню отриманих даних всіма країнами-членами ОЕСР. 

(Прим. З J Стосовно вимог до визначення концентрації, стабільності та гомогенності дослід­
жуваної речовини у певному середовищі в різних країнах-членах ОЕСР існують значні розход­
ження. Крім того, у певних короткочасних біологічних випробуваннях не завжди можна провес­
ти такі аналізи одночасно. Для деяких з них, якщо проміжок часу між підготовкою та засто­
суванням звичайно стабільної речовини складає лише декілька хвилин, може бути недоцільним 
визначення стабільності. З цих причин досить важливим є точне визначення та затвердження 
вимог до проведення аналізу у протоколі випробування, а також чітке висвітлення 'їху заключ­
ному звіті. 

/Прим. 4 J Не ясно, що мається на увазі під визначенням «випробування, при яких досліджува­
на речовина випробовується більше чотирьох тижнів». Проте звичайна інтерпретація цього 
визначення стосується періоду експозиції. 

[Прим. 5]Дані, стосовно пунктів 2,3 та 4 розділу «Характеристика» субстанцій, що випро­
бовуються, та препаратів порівняння за принципами GLP (вигце) будуть невідомими, якщо для 
визначення таких даних проводилися фізико-хімічні випробування. 

Стандартні операційні процедури (СОП). [Прим.І Наочні приклади, приведені в розділі «Зас­
тосування» у частині «тест-система», відносяться в основному до біологічних тест-систем і 
тому можуть не мати значення в контексті фізико-хімічних випробувань. До обов'язків керів­
ника установи (лабораторії), що проводить випробування, входить забезпечення наявності 
відповідних СОП. 

Протокол випробувань. Перед початком кожного випробування необхідно скласти прото­
кол його проведення в письмовій формі. 

[Прим.[Якщо в лабораторії часто виконуються деякі короткострокові випробування або се­
рія таких випробувань, може бути доцільним підготувати єдиний загальний протокол випро­
бувань, що містить більшу частину загальної інформації, необхідної для такого протоколу, заз­
далегідь затвердженої керівником установи (лабораторії), яка проводить випробування, відпо­
відальним виконавцем, а також персоналом служби контролю якості. 

Спеціальні додатки до протоколу випробувань (напр., додатки, що включають докладну ха­
рактеристику субстанції, що випробовується, дату початку випробування) повинні складати­
ся як додатковий документ, який слід лише підписати з наведенням дати призначеному відпо­
відальному виконавцю. Комбінований документ - загальний протокол випробування та спеці­
альні додатки до нього, - є протоколом випробування. Важливо, щоб такі додатки негайно на­
давалися керівництву лабораторії та персоналу служби контролю якості. 

[Прим. J Повний зміст протоколу випробування (тобто зміст загального плану випробування 
і спеціальних додатків) повинен відповідати вимогам, викладеним у принципах GLP згідно 
ОЕСР, за винятком наступного: 

Протокол випробування повинен містити, але не обмежуватися, такою інформацією: 
- визначення випробування, речовини, що випробовуються, та препарату порівняння; 
- описова назва; 
- характер та мета випробування; 
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(Прим.) Це може знадобитися, якщо дана інформація не наведена в описовій назві. 
- визначення речовини, що випробовується, за кодом або назвою (IUPAC; хімічний аб­

страктний номер тощо); 
~ препарат порівняння, який буде використовуватися; 
- вихідні дані (де не потрібно); 
~ обґрунтування вибору чест-системи; 
- характеристика тест-систем (вид, ттам/підштам, джерело постачання, номер, маса, стать, 

вік тощо); 
- спосіб введення та обгрунтування вибору; 
- рівні доз та/або концентрацій, частота, тривалість введення; 
- докладна інформація стосовно протоколу експериментів, включаючи хронологічний опис 

процедури випробування, усі методи, матеріали та умови, тип і частоту проведення аналізів, 
вимірів, спостережень та випробувань, що будуть виконуватися. 

J Прим. J Наведені вище пункти можуть не знадобитися при проведенні фізико-хімічиих вип­
робувань. 

[Прим.]Відомості можуть, як правило, наводитися в стислій, резюмованій формі з посилан­
ням на відповідні СОП або посібники з проведення випробувань. 

Звіт про результати випробувань. [Прим.] Якщо короткострокові випробування викопу­
ються з використанням загальних протоколів випробування, може виявитися необхідним 
складати «Стандартизовані заключні звіти», що містять велику частину загальної інформа­
ції, необхідної для таких звітів та заздалегідь затвердженої керівництвом лабораторії, яка 
проводить випробування, відповідальним виконавцем. Спеціальні доповнення до таких звітів, 
(наприклад властивості субстанції, що досліджується, та отримані цифрові результати) 
можуть готуватися як додатковий документ, що потребує лише датованого підпису відпові­
дального виконавця. Неприйнятним є використання «стандартизовагюго заключного звіту» у 
випадку, коли протокол випробування переглядається або доповнюється до або під час прове­
дення випробування, якщо тільки «стандартизований заключний звіт» відповідно не доповню­
ється. 

/Прим. І Зміст повного заключного звіту (тобто «стандартизований заключний звіт» та спе­
ціальні доповнення до нього) повинен відповідати вимогам, викладеним у принципах GLP згідно 
ОЕСР, за винятком наступного: 

Заключний звіт повинен містити, але не обмежуватися такою інформацією: 
- назва випробування, речовини, що випробовується, та препарату порівняння; 
- описова назва; 
- назва речовини, що випробовується, за кодом або назвою (ШРАС; хімічний абстрактний 

помер тощо); 
назва препарату порівняння за хімічною назвою; 

- характеристика речовини, що випробовується, включаючи чисточу, стабільність та одно­
рідність (гомогенність). 

[Прим./Інформація може виявитися не потрібною, якщо випробування виконується з метою 
визначення вказаних даних. 

~ висновок; 
висновок про забезпечення контролю якості, із зазначенням дат проведених перевірок (ін­

спекцій) та дат виявлення будь-яких фактів невідповідності, про які було сповіщено керівни­
ка установи (лабораторії) та відповідального виконавця. 

/Прим./ Може виникнути необхідність внести до висновку результати проведеної перевірки 
ходу виконання випробування. Висновок про забезпечення контролю якості повинен вказувати, 
що заключний звіт був перевірений. (Див. також примітку під назвою «Відповідальність персо­
налу служби контролю якості»). 
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Розділ І 

МОНІТОРИНГ ВІДПОВІДНОСТІ ВИПРОБУВАНЬ 
ПРИНЦИПАМ GLP 

Організація моніторингу. Національна програма відповідності принципам GLP повинна бу­
ти належним чином затверджена і впроваджуватися юридично визначеним органом управлін­
ня з відповідним штатом, що функціонує в межах певної адміністративної структури. 

Держави, що запровадили принципи GLP, повинні: 
- гарантувати, що національний орган, який проводить моніторинг відповідності GLP, без­

посередньо відповідає за правильність підбору штату інспекторів, які повинні мати необхідну 
наукову або технічну кваліфікацію, і повністю відповідати за їх діяльність; 

- публікувати документи, що стосуються порядку впровадження та затвердження принци­
пів GLP у межах своїх територій; 

- публікувати документи, що містять докладний опис здійснення національної програми 
моніторингу відповідності принципам GLP, включаючи інформацію про юридичну або адмі­
ністративну структуру, у межах якої функціонує дана програма, та посилання на опубліковані 
законодавчі акти, нормативні документи (кодекси, постанови, положення, інструкції, прак­
тичні керівництва тощо), навчальні посібники з проведення інспекцій та ін.; 

- вести та зберігати записи про результати інспекції установ (лабораторій) щодо їх відповід­
ності принципам GLP та аудиту випробувань. 

Для сприяння міжнародному взаєморозумінню та забезпеченню міжнародних зв'язків необ­
хідно інформувати ОЕСР та інші країни-члени ОЕСР (напр., згідно порядку обміну додатко­
вою інформацією, запровадженого ОЕСР) про зміст, наявність та доступність документів з 
GLP із зазначенням адрес та телефонів національних органів, які проводять моніторинг GLP. 

Конфіденційність. Національні органи, які проводять моніторинг відповідності правилам 
GLP, повинні мати доступ до важливої комерційної інформації і, за необхідності, запитувати 
ці важливі комерційні документи або звертатись до них для детального ознайомлення при ви­
конанні своїх обов'язків. 

Держави-члени ОЕСР повинні: 
- забезпечувати зберігання конфіденційності не лише інспекторами, але і будь-якими інши­

ми особами, які мають доступ до конфіденційної інформації під час проведення моніторингу 
відповідності принципам GLP; 

- у випадках, коли комерційно важлива, а також конфіденційна інформація не вилучається, 
забезпечувати доступність звітів про інспекцію лабораторій і аудит випробувань лише упов­
новаженим органам, особам, зацікавленим у перевірці досліджень, а також спонсорам (замов­
никам) випробувань; 

- на запит інших держав-членів ОЕСР повинні надаватися назви установ (лабораторій), які 
підлягають інспекторській перевірці в межах національної програми відповідності GLP, рі­
вень їхньої відповідності принципам GLP та дати проведення перевірок. 

Навчання персоналу. Національний орган, який проводить моніторинг відповідності GLP, 
повинен: 

- забезпечувати наявність адекватної кількості інспекторів, що визначається: 
• числом установ (лабораторій), включених до національної програми відповідності GLP; 
• періодичністю перевірок з метою оцінки статусу відповідності установ (лабораторій) 

принципам GLP; 
• кількістю та складністю випробувань, що проводяться даними установами (лабораторіями); 
• кількістю спеціальних інспекцій або перевірок, ініційованих уповноваженими органами. 
- забезпечувати необхідну кваліфікацію та підготовку інспекторів 
Інспектори повинні мати відповідну кваліфікацію та практичний досвід з ряду наукових 

дисциплін, які стосуються випробування хімічних речовин. Національний орган з моніторин­
гу відповідності GLP повинен: 

• забезпечувати проведення належного навчання інспекторів з урахуванням їхньої осо­
бистої кваліфікації та досвіду; 
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• заохочувати проведення консультацій, включаючи, за необхідності, спільну навчальну (ста-
жувальну) діяльність із персоналом національних органів, які проводять моніторинг відповід­
ності GLP інших країн-учасників ОЄСР з метою сприяння міжнародній гармонізації в галузі ін­
терпретації та застосування принципів GLP, а також моніторингу відповідності цим принципам. 

- забезпечувати відсутність фінансової або іншої зацікавленості персоналу, який проводить 
інспекцію в лабораторіях, що інспектуються, випробуваннях, що перевіряються, або фірмах, 
які є спонсорами (замовниками) таких випробувань. 

- забезпечувати інспекторів документами, що засвідчують їх особу та посаду (напр., посвід­
чення особи). 

Інспектори можуть: 
- працювати на постійній основі (бути в штаті національного органу, який проводить моні­

торинг відповідності GLP); 
- працювати на постійній основі (бути в штаті органу, незалежного від національного орга­

ну, який проводить моніторинг відповідності GLP); 
- працювати за контрактом або бути найнятим для проведення інспекцій лабораторій і пе­

ревірки випробувань національним органом, який проводить моніторинг відповідності GLP. 
У двох останніх випадках національний орган, який проводить моніторинг відповідності 

GLP, повинен нести повну відповідальність за визначення статусу відповідності установ (ла­
бораторій) принципам GLP та за якість аудиту випробувань, а також за прийняття будь-яких 
санкцій за результатами інспекцій установ або перевірки випробувань. 

Національна програма відповідності принципам GLP. Метою моніторингу щодо відповід­
ності принципам GLP с встановлення дотримання установами (лабораторіями) принципів 
GLP нри проведенні випробувань, а також їхньої здатності гарантувати, що одержувані ними 
дані достовірні. Як зазначено вище, країни-учасниці ОЄСР повинні публікувати докладну ін­
формацію щодо національних програм відповідності GLP. Такі програми повинні: 

- визначити задачі і сферу застосування програми. 
Національна програма відповідності GLP може охоплювати лише обмежений перелік речо­

вин (напр., промислові хімічні речовини, пестициди, лікарські засоби тощо) або включати усі 
хімічні речовини. Завдання з моніторингу відповідності повинні бути визначені як стосовно 
категорій хімічних продуктів, так і методів їх тестування (напр., фізичні, хімічні, токсиколо­
гічні та/або екотоксикологічні). 

- визначати механізм, за яким лабораторії охоплюються цією програмою. 
Застосування принципів GLP стосовно вивчення потенційного впливу на людей та навко­

лишнє середовище, отриманих з метою регламентації, є обов'язковим. Необхідно забезпечити 
механізм контролю установою (лабораторією) відповідності принципам GLP із залученням 
відповідного національного органу, який проводить моніторинг дотримання GLP. 

- надавати інформацію про види інспекцій лабораторій та/або аудит випробувань. 
• національна програма відповідності GLP повинна включати: регулярні інспекції лабора­

торій - тобто плановий моніторинг лабораторій (як правило, один раз на два роки). Вона 
включає як загальну інспекцію лабораторії, так і обмежену перевірку завершених випробу­
вань та тих, що знаходяться в стадії виконання; 

• спеціальні інспекції лабораторій (аудити випробувань) на вимогу уповноваженого регу­
люючого органу - тобто на основі питань, які виникли при розгляді даних, що надійшли до ре­
гулюючого органу. 

~ визначати повноваження інспекторів щодо доступу до лабораторій та необхідних даних. 
Як правило, інспектори не проникають в лабораторії всупереч бажанню керівництва лабо­

раторії. Проте можуть виникнути обставини, за яких присутність інспектора в лабораторії та 
доступ до документів, наявних у лабораторії, необхідні для охорони здоров'я населення або 
довкілля. У зв'язку з цим доцільно визначити повноваження національного органу, який про­
водить моніторинг GLP, щодо дій у таких випадках. 
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Розділ І 
- описувати процедуру інспекції лабораторій та перевірки випробувань для підтвердження 

відповідності принципам GLP. 
У документації необхідно вказувати процедури, які будуть використовуватися для вивчен­

ня як організаційних процесів, так і умов, за яких плануються, здійснюються, контролюються 
та записуються випробування. Посібник з проведення таких процедур можна знайти в Ін­
струкціях з проведення інспекцій лабораторій та перевірки випробувань (№ 3 даної серії 
ОЕСР з Принципів GLP та моніторингу відповідності). 

- описувати дії, що здійснюються після завершення інспекцій лабораторій і аудиту випробувань. 
Завершення інспекції установ та перевірки випробувань. Після завершення інспекції лабо­

раторії або перевірки випробування, інспектори повинні підготувати письмовий звіт про ви­
явлені факти невідповідності принципам GLP. 

У разі виявлення відхилень від принципів GLP, установи повинні під час або після закінчен­
ня інспекції лабораторій здійснити заходи щодо їх усунення. Відповідні дії повинні описува­
тися в документах, що видаються національним органом, який проводить моніторинг відпо­
відності GLP. 

При виявленні під час інспекції лабораторії або перевірки випробування незначних відхи­
лень від принципів GLP від лабораторії можуть зажадати виправлення таких порушень. Че­
рез певний проміжок часу інспекцію необхідно повторити, щоб переконатися у проведенні 
відповідних заходів. 

Якщо під час перевірки не виявлено будь-яких відхилень (або вони були незначними), то 
уповноважений національний орган, який проводить моніторинг, може: 

- зробити висновок, що лабораторія була проінспектована, в результаті чого встановлено, 
що вона працює відповідно до принципів GLP. У висновку обов'язково зазначається дата ін­
спекції і, якщо необхідно, перелік перевірених випробувань, які виконувались на той час ла­
бораторією. Такий висновок можна використовувати для надання інформації в національні 
органи, які проводять моніторинг відповідності GLP в інших країнах; 

- і (або) надати регулюючому органу, який замовив перевірку випробування, детальний звіт 
про виявлені недоліки. 

Якщо під час інспекції лабораторії або перевірки випробування виявлені серйозні відхилен­
ня від принципів GLP, то заходи, які застосовуватиме національний орган, що проводить мо­
ніторинг відповідності GLP, будуть залежати від характеру та ступеню невііиювідності та 
юридичних і (або) .адміністративних санкцій, передбачених національною програмою відпо­
відності GLP. Заходи, що можуть проводитися, включають (але не обмежуються) таке: 

- підготовку висновку з детальним описом виявлених недоліків або помилок, які можуть 
вилинути на обгрунтованість (достовірність) випробувань, проведених у лабораторії; 

- призупинення (припинення) перевірки лабораторії (аудиту випробування) у лабораторії 
і, де це адміністративно можливо, усунення лабораторії з національної програми відповіднос­
ті GLP. Крім того, можливе виключення даної лабораторії з реєстру лабораторій, які підляга­
ють інспектуванню на предмет відповідності GLP; 

- надання висновку, який детально описує відхилення, до звітів про випробування; 
- дії через судові органи у випадках підтверджених порушень принципів GLP, якщо націо­

нальні юридичні/адміністративні процедури дозволяють їх чинити. 
У випадку виявлення серйозних відхилень, які можуть вплинути на певні випробування, на­

ціональний орган, що проводить моніторинг відповідності GLP, повинен розглянути необхід­
ність інформування регулюючих або національних органів інших країн, які проводять моніто­
ринг, про виявлені факти. 

Процедура подачі апеляції. Проблеми або розбіжності в поглядах між інспекторами і керів­
ництвом лабораторії зазвичай вирішуються в ході інспекції лабораторії або перевірки випро­
бування. Проте не завжди можна дійти згоди. Тому повинна бути розроблена процедура, за 
допомогою якої лабораторія може зробити подання щодо результатів інспекції лабораторії 

51 



Належна лабораторна практика (GLP) 

або перевірки випробування з питань моніторингу відповідності принципам GLP та/або сто­
совно санкцій, які мас здійснити уповноважений орган, що проводить моніторинг. 

Перевірка установ (лабораторій) та випробувань 

Перевірка дотримання принципів GLP може проводитися в будь-якій лабораторії, де вико­
нуються дослідження речовин стосовно безпечності для людини та довкілля з метою їх регла­
ментації. До обов'язків інспекторів може входити перевірка даних про фізичні, хімічні, ток­
сичні для людини чи навколишнього середовища властивості речовини або препарату. У дея­
ких випадках інспекторам може знадобитися допомога експертів з визначених дисциплін. 

Наявність великої кількості лабораторій (стосовно як їх розміщення, так і структури управ­
ління) поряд із розмаїттям випробувань, з якими зіштовхуються інспектори, обумовлює необ­
хідність оцінювати ступінь відповідності принципам GLP на підставі їх власної думки. Проте, 
інспектори мають прагнути узгодженого підходу в оцінці того, чи досягнуто адекватний рі­
вень відповідності кожному з принципів GLP у конкретному випадку для даної лабораторії 
або даного випробування. 

У наступних розділах наведено керівництво з різних аспектів структури лабораторії, яка 
проводить випробування, включаючи її персонал та використовувані методики, які мають та­
кож перевірятися інспекторами. У кожному розділі міститься формулювання мети, а також 
ілюстративний перелік пунктів, за якими здійснюється перевірка лабораторії. Цей перелік не­
повний і не повинен розцінюватися як обов'язковий. 

Інспекторів не повинна цікавити актуальність або мета випробування, а також інтерпрета­
ція отриманих у ході випробування даних з погляду небезпеки для здоров'я людини або для 
навколишнього середовища. Розгляд цих питань входить до обов'язків регулюючих органів, 
яким надаються дані з метою прийняття регламентуючих рішень. 

Перевірка лабораторії та випробувань неминуче порушує нормальну роботу в лабораторії. 
Тому інспектори повинні виконувати свою роботу за ретельно складеним планом і, по можли­
вості, враховувати побажання керівництва лабораторії стосовно часу відвідин лабораторії. 

Під час проведення перевірки лабораторій і випробувань інспектори повинні мати доступ до 
конфіденційної комерційної інформації. Тому потрібна гарантія з їх боку, що така інформація 
буде проглядатися лише персоналом, який має на це особливий дозвіл. Відповідальність ін­
спекторів стосовно цього буде встановлюватися в рамках проведення національної програми 
контролю за дотриманням принципів GLP. 

Попередня перевірка. Метою попередньої перевірки є ознайомлення інспектора з лаборато­
рією, яку планується перевірити, щодо структури керівництва, розміщення та облаштування 
будівель, а також області випробувань. 

Перед проведенням перевірки лабораторії або випробування інспектори повинні ознайоми­
тися з лабораторією, яку вони будуть відвідувати. Варто переглянути будь-яку існуючу доку­
ментацію про лабораторію. Вона може включати звіти про попередні перевірки, схеми органі­
зації лабораторії, розміщення устаткування, звіти про випробування, протоколи, автобіогра­
фії основних співробітників. У цих документах може міститися така інформація: 

- тип, розмір та розташування лабораторії; 
- сфера випробувань, із якими може зіткнутись інспектор у ході перевірки; 
- структура управління лабораторією. 
Інспектори повинні, зокрема, звернути увагу на недоліки, виявлені в ході проведення попе­

редніх перевірок лабораторії. Якщо лабораторія раніше не перевірялась, то для отримання не­
обхідної інформації можна провести попередню перевірку. 

Слід попередити керівництво лабораторії про дату і час прибуття інспектора, мету візиту і 
тривалість його перебування на території. Це дозволить керівництву забезпечити наявність 
необхідного персоналу і відповідної документації. У випадках, коли необхідно переглянути 
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документи або записи, варто сповістити про це заздалегідь для того, щоб вони були надані на 
час перевірки лабораторії. 

Проведення наради перед перевіркою. Метою попередньої наради с інформація керівниц­
тва та персонал лабораторії про причину запланованої перевірки лабораторії або випробуван­
ня, а також визначити лабораторні приміщення та випробування, обрані для перевірки, зазна­
чити, які документи і персонал можуть знадобитися під час проведення перевірки. 

Перед візитом слід обговорити з керівництвом лабораторії адміністративні та практичні де­
талі перевірки лабораторії або випробування. На нараді перед початком перевірки інспектори 
повинні: 

- вказати мету та задачі відвідин; 
- описати документацію, яка знадобиться для перевірки лабораторії, наприклад, перелік 

проведених і завершених випробувань, протоколи випробувань, СОП, звіти про випробуван­
ня гощо. Варто також узгодити можливість доступу до копій відповідних документів і, при не­
обхідності, віддати розпорядження щодо надання таких копій; 

- уточнити або запросити інформацію щодо структури і персоналу лабораторії; 
- запросити інформацію стосовно паралельного проведення випробувань, які повинні від­

повідати принципам GLP, і випробувань, до яких принципи GLP не застосовуються; 
- попередньо визначити відділи лабораторії, у яких буде проводитися перевірка; 
- зазначити документи і зразки, які знадобляться для завершених чи незавершених випро­

бувань, обраних для перевірки. 
Перед початком проведення перевірки інспектору бажано встановити контакт із службою 

контролю якості при даній лабораторії. 
Відповідно до загального правила проведення перевірки лабораторії інспекторів повинен 

супроводжувати співробітник служби контролю якості. 
Інспектори можуть звернутися з проханням про надання їм окремого приміщення для пе­

регляду документів та виконання своїх обов'язків. 
Організація випробування і персонал. Мета: визначити, чи забезпечена лабораторія достат­

ньою кількістю кваліфікованих співробітників, обслуговуючого персоналу та допоміжних 
служб для виконання випробувань у необхідному обсязі; чи відповідає вимогам структура ор­
ганізації діяльності лабораторії; чи введена керівництвом практика стосовно навчання персо­
налу і контролю за його здоров'ям відповідно до випробувань, що проводяться у лабораторії. 

Інспектор може попросити керівництво підготувати деякі документи, наприклад: 
- плани поверхів; 
- схеми адміністративної та наукової організації лабораторії; 
- автобіографії основних співробітників, які брали участь у проведенні випробувань, обра­

них для перевірки; 
- перелік незавершених та завершених випробувань із зазначенням їх типу, термінів почат­

ку та закінчення, предмету вивчення, способу введення, прізвища відповідального виконавця; 
- документ, у якому описано практику проведення навчання персоналу і контролю за його 

здоров'ям, якщо таку практику введено; 
- облікові документи стосовно навчання персоналу; 
- предметний покажчик СОП, що використовуються в лабораторії; 
- особливі СОП, які стосуються випробувань або методик, що перевіряються; 
- список відповідальних виконавців, визначених для перевірки. 
Інспектор повинен, зокрема, перевірити: 
- список незавершених та завершених випробувань для визначення обсягу робіт, проведе­

них у лабораторії; 
- ідентифікаційні дані і кваліфікацію відповідальних виконавців, керівника служби 

контролю якості та інших основних співробітників; 
- наявність СОП для відповідних об'єктів випробування. 
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Програма контролю якості. Метою даної перевірки є визначення задовільності механізмів, 
які використовує керівництво для гарантії проведення лабораторних випробувань у відповід­
ності з принципами GLP. 

Інспектор може поцікавитись системами та методами, які застосовуються службою 
контролю якості для перевірки випробувань та мати змогу спостерігати за ходом їх виконан­
ня, а також системою реєстрації спостережень, що здійснюються службою контролю якості 
при проведенні перевірок. Інспектори повинні перевірити: 

- кваліфікацію керівника служби контролю якості та її співробітників; 
- незалежність функціонування служби контролю якості від співробітників, які брали участь 

в проведенні випробувань; 
- планування та проведення перевірок службою контролю якості, контролювання найваж­

ливіших етапів випробування, наявність достатніх ресурсів для виконання перевірки тощо; 
- можливість вибіркового контролю випробувань у випадках, коли вони нетривалі і тому 

контроль кожного такого випробування є недоцільним; 
- ступінь контролю практичних етапів даного випробування з боку служби контролю 

якості; 
- процедури перевірки службою контролю якості заключного звіту з метою забезпечення 

його узгодженості з первинним матеріалом; 
- надання керівництву лабораторії звітів служби контролю якості стосовно проблем, які мо­

жуть вплинути на якість та достовірність випробування; 
- заходи, що здійснюються службою контролю якості при виявленні порушень; 
- роль служби контролю якості у випадках, коли випробування або його фрагмент прово­

дяться на контрактній основі в інших лабораторіях; 
- роль служби контролю якості в перевірці та перегляді СОП. 
Лабораторія. Метою даної перевірки є визначення відповідності розміру, розташування, ор­

ганізації та оснащення лабораторії вимогам до проведення випробувань. 
Інспектор повинен перевірити: 
- наявність та розташування приміщень лабораторії, їх здатність забезпечити зберігання 

досліджуваних речовин, утримання та спостереження за тваринами, розміщення кормів тощо, 
які використовуються в одному випробуванні, та запобігання змішування їх з об'єктами, які 
використовуються в інших дослідженнях; 

- застосування адекватних методів контролю за умовами в спеціальних приміщеннях, нап­
риклад, у кімнатах, де проводяться експерименти на тваринах, перевіряються біологічні сис­
теми, зберігаються досліджувані речовини тощо; 

- наявність додаткових службових приміщень і, при необхідності, застосування заходів бо­
ротьби з комахами. 

Утримання, розміщення та догляд за біологічними тест-системами. За мету ставиться виз­
начення наявності в лабораторії додаткових приміщень та забезпечення умов утримання, роз­
міщення та догляду за тваринами або іншими біологічними тест-системами, якщо такі вико­
ристовуються при проведенні випробувань, виключення можливості дії стресу або іншого не­
гативного виливу на біологічні тест-системи і, відповідно, на якість результатів випробування. 

У лабораторії можуть проводитися випробування, що потребують використання різноманіт­
них видів тварин і рослин, а також мікробних або інших клітинних та субклітинних систем. 
Тип тест-систем, що використовуються в експерименті, визначає умови ЇЇ утримання, розмі­
щення та догляду, адекватність чого с предметом перевірки інспектором. Залежно від типу 
тест-системи інспектор визначає доцільність перевірки наступного: 

- адекватності наявних служб догляду за тест-системами, що використовуються при прове­
денні даного випробування; 

- наявності належних умов для забезпечення карантину для отриманих ззовні тварин та 
рослин; 
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Розділ І 
- дотримання ізоляції тварин (або, при необхідності, інших елементів тест-системи) хворих 

або таких, що можуть бути хворими або переносниками захворювань; 
- проведення адекватного контролю за здоров'ям, поведінкою або іншими критеріями, що 

застосовуються для оцінки стану даної тест-системи, з відповідною реєстрацією результатів 
спостереження; 

- належного обслуговування та ефективної роботи устаткування для підтримки умов сере­
довища у приміщенні, необхідних для відповідної тест-системи; 

- дотримання достатньої чистоти кліток, стелажів, резервуарів та інших ємкостей для роз­
міщення тварин і допоміжного устаткування; 

- забезпечення проведення аналізів для перевірки умов утримання тест-систем; 
- наявності служби для вилучення та знищення відходів тест-систем, ефективність їх функ­

ціонування та здатність зведення до мінімуму можливості зараження гельмінтами, присут­
ності запахів, небезпеки захворювання та забруднення навколишнього середовища; 

- наявності приміщень для зберігання кормів для тварин або подібних матеріалів для тест-
систем; чи не використовуються ці площі для зберігання інших матеріалів (досліджувані ре­
човини, хімікати для боротьби з комахами або дезинфікуючі засоби), які мають бути ізольо­
вані від приміщень розміщення тварин або інших біологічних тест-систем; 

- захищеності кормів та підстилки для тварин від зараження, забруднення або псування 
внаслідок дії несприятливих умов довкілля. 

Апаратура, матеріали, реактиви та зразки. Мета: визначення наявності в лабораторії необ­
хідної для роботи апаратури та відповідності її кількості та розміщення задачам випробувань, 
що проводяться, а також адекватності позначень та правильності використання та зберігання 
матеріалів, реактивів та зразків. 

Інспектор повинен переконатись, що: 
- вся апаратура утримується в чистоті і робочому стані; 
- ведеться облік роботи устаткування, його обслуговування, перевірки та калібрування; 
- матеріали і хімічні реактиви адекватно промарковані та зберігаються при відповідній тем­

пературі в межах терміну придатності. На етикетці до реактиву необхідно вказувати джерело 
його одержання, назву, концентрацію, а також іншу необхідну інформацію; 

- зразки адекватно промарковані із зазначенням виду тест-системи, назви випробування, 
походження і дати взяття; 

- апаратура та матеріали, що використовуються, не впливають на тест-систему. 
Тест-системи. Дана перевірка здійснюється з метою: визначити, чи існують в лабораторії 

адекватні процедури для утримання та контролю за тест-системами (напр. хімічними, фізич­
ними, клітинами, мікробами, рослинами, тваринами), необхідними для проведення випробу­
вань. Інспектор повинен перевірити: 

- чи визначалась стабільність досліджуваних речовин та речовин порівняння, зазначених у 
протоколі випробування під час проведення досліджень; 

- чи існують СОП у даній лабораторії і дотримуються їх положення в роботі; 
- чи документується та зберігається в архіві первинний матеріал, отриманий в автоматизо­

ваних системах у виді графіків, кривих, комп'ютерних роздруківок; 
Біологічні тест-системи. З урахуванням відповідних аспектів стосовно вищесказаного що­

до утримання, розміщення та захисту біологічних тест-систем, інспектор повинен пересвідчи­
тись, що: 

- тест-системи відповідають зазначеним у протоколі випробування; 
- тест-системи з метою їх ідентифікації відповідним чином марковані; 
- у разі необхідності тварини маркіровані особливим чином, що дозволяє їх ідентифікувати 

протягом проведення всього випробування; 
- місця розміщення або утримання тест-систем адекватно промарковані із зазначенням всі­

єї необхідної інформації; 
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- існує необхідне розмежування випробувань, що проводяться на однакових видах тварин 
(або на одній і тій самій біологічній тест-системі), але з використанням різних речовин для 
випробування; 

- існує належне розмежування між видами тварин (та іншими біологічними тест-система­
ми) як у просторі, так і в часі; 

- утримання біологічної тест-системи відповідає умовам, зазначеним у протоколі випробуван­
ня або в СОП стосовно таких чинників як температура, цикли освітленості приміщень тощо; 

- зареєстровані відомості про джерело отримання, обробку, розміщення та догляд, оцінку 
стану здоров'я щодо відповідної тест-системи; 

- забезпечено збереження записів про обстеження, карантин, захворюваність, смертність, 
поведінку, діагностику та лікування тварин і рослинних тест-систем або інші аспекти, що ма­
ють відношення до кожної біологічної тест-системи; 

- існують положення про відповідне видалення тест-систем після закінчення випробування. 
Досліджувані речовини і препарати порівняння. Метою даної перевірки є визначити, чи пе­

редбачені в лабораторії процедури, призначені, по-перше, для перевірки відповідності дослід­
жуваних речовин та речовин порівняння специфікаціям стосовно визначення, активності, 
якісного і кількісного складу, по-друге, для адекватного отримання і зберігання досліджува­
них речовин та речовин порівняння. 

Інспектор повинен перевірити: 
- наявність СОП щодо реєстрації отримання, обробки, відбору зразків, використання та збе­

рігання досліджуваних речовин та речовин порівняння; 
- адекватність позначок на ємкостях для зберігання досліджуваних речовин та речовин по­

рівняння; 
- відповідність умов зберігання для збереження концентрації, чистоти та стабільності дос­

ліджуваних речовин та речовин порівняння; 
- існування СОП для визначення тотожності, чистоти, складу, стабільності, а також збере­

ження від забруднення досліджуваних речовин та речовин порівняння; 
• збереження записів про склад, характеристику, концентрацію та стабільність досліджува­

них речовин та речовин порівняння; 
- застосування методів визначення однорідності та стабільності сумішей, які містять дослід­

жувані речовини та речовини порівняння; 
наявність маркування ємкостей, які містять суміші (або розчини) досліджуваних речовин та 

речовин порівняння, а також збереження записів про однорідність і стабільність їх коміюнентів; 
- забезпечення відбору зразків кожної партії досліджуваних речовин та речовин порівнян­

ня для аналізу з метою визначення їх стабільності протягом необхідного терміну, якщо вип­
робування триває більше 4 тижнів; 

-- наявність методів змішування речовин для запобігання помилок при ідентифікації або пе­
рехресному забрудненні. 

Стандартні операційні процедури (СОП). Мета: визначити, чи є в лабораторії опис СОП 
для усіх важливих аспектів діяльності лабораторії, враховуючи те, що застосування написа­
них СОП є одним з найважливіших способів контролю роботи лабораторії. Вони мають без­
посереднє відношення до стандартних елементів випробувань, що проводяться у лабораторії. 

Інспектор повинен перевірити: 
- наявність в усіх підрозділах лабораторії відповідно засвідчених копій СОП; 
- існування процедури перевірки та відновлення СОП; 
- порядок затвердження з фіксованою датою внесення поправки та змін в СОП; 
- збереження в архіві всіх варіантів СОП; 
- наявність СОП для наступних видів діяльності (але не обмежуються ними): 

• отримання, ідентифікація, маркування, обробка, відбір зразків, використання та збері­
гання досліджуваних речовин та речовин порівняння; 
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• обслуговування, очищення та калібрування вимірювальної апаратури та пристроїв для 

контролю за умовами у приміщенні; 
• піднловка реактивів та форм дозування; 
• ведення записів, складання звітів, зберігання та пошук записів і звітів; 
• створення і контроль за умовами у приміщеннях, де знаходяться тсст-системи; 
• отримання, передача, розміщення, характеристика, ідентифікація та стан тест-систем; 
• стан тест-систем до, під час і наприкінці проведення випробування; 
• знищеная тест-систем; 
• застосування засобів для боротьби з комахами та миючих засобів; 
• операції в межах програми контролю якості. 

Проведення випробування. Перевірка проводиться для того, щоб переконатися в наявності 
написаного протоколу випробування, а також, що протокол та проведення випробування від­
повідають принципам GLP. 

Інспектор повинен перевірити, що: 
- протокол випробування підписаний відповідальним виконавцем; 
- будь-які правки в протоколі випробування та доповнення підписані і датовані; 
- при необхідності, зазначена дата схвалення спонсором протоколу випробування; 
- вимірювання, спостереження і перевірки відповідають протоколу випробування і відпо­

відним СОП; 
- результати цих вимірювань, спостережень і перевірок записуються відразу, швидко, аку­

ратно і розбірливо, підписуються і датуються; 
- будь-які зміни в первинному матеріалі, включаючи дані, що зберігаються в комп'ютері, не 

суперечать попереднім записам із зазначенням причини зміни, підписані і датовані; 
- дані, отримані за допомогою комп'ютера, або ті, що зберігаються в ньому, адекватно іден­

тифіковані і прийнято заходи для захисту від несанкціонованого внесення змін або знищення 
даних; 

- комп'ютерне програмне забезпечення, що застосовується при проведенні випробування, с 
надійним, точним і може бути перевірене; 

будь-які очікувані події, зареєстровані в первинному матеріалі, були вивчені й оцінені; 
- результати, подані в звітах про випробування (проміжних або заключних), с послідовни­

ми і повними, а також вірно відображають первинний матеріал. 
Звіт. Мета: визначити, чи складені заключні звіти відповідно до принципів GLP. 
Якщо є заключний звіт, то інспектор повинен перевірити, чи: 
- він підписаний і датований відповідальним виконавцем та іншими основними науковими 

співробітниками; 
- відповідальний виконавець підписав заяву про взяття на себе відповідальності за досто­

вірність випробування з підтвердженням того, що воно проводилося відповідно до принципів 
GLP; 

у звіт включено підписаний і датований висновок служби контролю якості; 
- усі правки та доповнення внесено лииіе відповідальними особами; 
- у звіті зазначено місце збереження (архів) всіх проб, зразків та первинного матеріалу. 
Зберігання документації. Мета: визначити, чи зібрані в лабораторії відповідні записи і зві­

ти та чи прийняті відповідні заходи для безпечного зберігання матеріалів випробувань. 
Інспектор повинен перевірити: 
~ архів, де зберігаються протоколи випробувань, первинні матеріали, заключні звіти, зразки 

та проби; 
- процедуру пошуку архівних матеріалів; 
- забезпечення доступу до матеріалів архіву лише уповноважених осіб та наявність списку 

співробітників, які мають доступ до первинних матеріалів, слайдів тощо; 
- наявність обліку взятих з архіву та повернених до архіву матеріалів; 

57 



Належна лабораторна практика (GLP) 

- зберігання записів та матеріалів протягом визначеного терміну та захищеність їх від втра­
ти або пошкодження вогнем, несприятливим умовами навколишнього середовища тощо. 

Перевірка випробування. Перевірка лабораторій, як правило, включає, крім усього іншо­
го, обмежену перевірку випробувань. Вона може полягати в частковому аналізі матеріалів 
щодо незавершених та завершених випробувань. Якщо уповноважені регулюючі органи ви­
магають проведення особливої перевірки випробувань, то тоді ретельно вивчається вся на­
явна документація про випробування. Внаслідок наявності великої кількості типів випро­
бувань, що можуть перевірятися, застосовуються загальні правила, а інспектори й інші 
особи, які беруть участь у перевірці випробувань, повинні керуватися власною думкою сто­
совно характеру й обсягу їхньої перевірки. Метою перевірки є відновлення ходу випробу­
вання на підставі його протоколу з використанням відповідних СОП, первинного та архів­
ного матеріалів. 

Інколи проведення ефективної перевірки випробування, наприклад, у випадках, коли необ­
хідно дослідити ділянки тканини під мікроскопом, інспекторам може знадобитися допомога 
інших експертів. 

При проведенні перевірки випробування інспектор повинен: 
- мати відомості (прізвище, перелік функціональних обов'язків, дані про освіту, досвід ро­

боти) яро деяких співробітників, які приймали участь у проведенні випробування, наприклад, 
відповідального виконавця та основних наукових співробітників. Це дало б змогу впевнитись, 
що у випробуванні брала участь достатня кількість співробітників високої кваліфікації і з дос­
відом роботи у відповідних галузях; 

- визначити окремі одиниці апаратури або спеціального обладнання, які використовували­
ся під час проведення випробування, та дослідити записи про калібрування, перевірку і тех­
нічне обслуговування обладнання; 

- переглянути звіти про стабільність досліджуваних речовин, проведення їх аналізу; 
- спробувати шляхом опитування співробітників з'ясувати розподіл функцій між окремими 

особами, які беруть участь у випробуванні, щоб переконатися, що вони мали достатньо часу 
для виконання завдань, зазначених протоколом або у звіті про випробування; 

- одержати копії всіх документів, що стосуються методів контролю або складової основної 
частини випробування, включаючи: 

- протокол випробування; 
- СОП, що використовуються і після завершення випробування; 

- лабораторні журнали, зошити, файли, робочі блокноти, роздруківки даних, що зберігають­
ся в електронному вигляді тощо; 

- заключний звіт. 
Під час перевірки випробувань, у яких використовувалися тварини (гризуни та інші ссавці), 

інспектори повинні простежити шлях визначеної кількості окремих тварин з моменту їх над­
ходження в лабораторію і до розтину. Варто звернути особливу увагу на записи стосовно: 

- ваги тварин, вживання їжі/води, дози та шлях введення препарату тощо; 
- клінічних спостережень і даних, виявлених при розтині; 
- даних клінічних лабораторних аналізів; 
- патоморфології. 
Після завершення перевірки лабораторії або випробування, інспектор повинен підготувати­

ся до обговорення результатів перевірки з представниками лабораторії, а також скласти пись­
мовий звіт, тобто звіт про інспекторську перевірку. 

Під час перевірки може бути виявлено ряд незначних відхилень від принципів GLP, зазви­
чай, недостатньо серйозних, щоб вплинути на достовірність випробувань, проведених у лабо­
раторії. У таких випадках інспекторові доцільно у своєму звіті зазначити, що лабораторія пра­
цює згідно принципів GLP, відповідно до критеріїв, встановлених (національним) органом, 
який проводить контроль за дотриманням цих принципів. Водночас, керівництву лабораторії 
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варто надати докладну інформацію про всі виявлені розбіжності та одержати запевнення, що 
буде розпочато заходи щодо усунення цих відхилень. Можливо, інспектору потрібно буде 
повторно відвідати лабораторію через деякий час, щоб переконатися в тому, що було дійсно 
вжито всіх необхідних заходів. 

Якщо під час перевірки лабораторії або випробування виявлено серйозні відхилення від прин­
ципів GLP, що, на думку інспекторів, могло б вплинути на достовірність результатів даного вип­
робування або інших випробувань, проведених у лабораторії, інспектор повинен подати звіт у на­
ціональний орган, який контролює дотримання принципів GLP. Заходи, які застосовуватимуть­
ся цим органом, будуть залежати від характеру та ступеню невідповідності, а також юридичних 
і/або адміністративних положень, передбачених програмою відповідності принципам GLP. 

Якщо перевірка випробування проводилася на прохання регламентуючого органу, необхід­
но підготувати повний звіт про усі виявлені факти і направити його через відповідний націо­
нальний орган, який контролює дотримання принципів GLP, зацікавленому у перевірці рег­
ламентуючому органу. 

АЛЬТЕРНАТИВНІ МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 
ТОКСИЧНОСТІ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ. 

ЗАСТОСУВАННЯ ПРИНЦИПІВ GLP 

Результати вивчення гострої токсичності, у першу чергу, використовуються як основа для 
класифікації хімічних речовин та рекомендацій відносно умов їхнього виробництва, тран­
спортування і застосування, а також в інших цілях, наприклад, для визначення моделей ток­
сичного впливу, створення рівнів доз для інших досліджень і, виходячи з виявлених токсич­
них ефектів, розробки медичних заходів при отруєнні. Визначення гострої токсичності речо­
вини, включає оцінку загальних токсичних ефектів як при одноразовому, так і багаторазових 
ЇЇ введеннях протягом 24 год. Досліджувані речовини можуть вводитися різноманітними спо­
собами (орально, інгаляційно, зовнішньо або парентерально). Дослідження гострої системної 
токсичності включає визначення летальних та нелетальних доз речовин. 

Останнім часом методичні підходи щодо визначення летальних доз зазнають критики пев­
ною мірою самими токсикологами, які докладають значні зусилля до впровадження альтерна­
тивних методів дослідження з метою полегшення страждань лабораторних тварин, кількісно­
го зниження або'повного виключення використання їх в експерименті [1, 2]. При цьому вис­
ловлюються полярно протилежні думки: одні, з огляду на існування різноманітних типів клі­
тин, а, отже, проведення великої кількості токсикологічних досліджень, вважають, що впро­
вадження подібних систем дослідження є нереальним; інші, навпаки, розглядають можливість 
створення систем дослідження, які можна було б використовувати при роботі з основними ти­
пами хімічних сполук з урахуванням механізмів їхньої токсичності. Питання про те, наскіль­
ки дослідження без використання тварин зможуть зменшити або навіть замінити досліджен­
ня гострої токсичності in vivo, залишається остаточно невирішеним. Координатором розроб­
ки і практичного впровадження методів in vitro з дослідною метою на території Європи є Єв­
ропейський центр валідації альтернативних методів. Головним завданням цієї організації є 
сприяння науковим та офіційним узгодженням у сфері застосування альтернативних методів 
у біології, що дозволяє зменшити або виключити використання лабораторних тварин. 

Слід зазначити, що, незважаючи на велику кількість досліджень з цитотоксичної дії речовин, 
досі приділяється недостатньо уваги щодо впровадженню цих результатів у практику. Особливо 
це стосується прогнозування потенційної токсичності хімічних речовин для цілісного організму. 

Передумовою до впровадження будь-яких досліджень системної токсичності in vitro повин­
но бути розуміння концепції активної концентрації та реальної дози. Недопустимою є думка, 
що концентрації речовин, уведених у культуру клітин, будуть прийнятні для організму в ціло-
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му. Необхідно пам'ятати, що за дії на живі об'єкти достатньо високих концентрацій речовин 
завжди будуть мати місце токсичні ефекти, тому в матеріалах досліджень необхідно вказува­
ти кількісні значення концентрацій досліджуваних речовин. У першу чергу це стосується їх­
ніх абсолютних значень, а також співвідношення концентрацій, здатних викликати загальну, 
селективну або специфічну цитотоксичну дію. 

Якщо мова йде про хімічну речовину, яка, як правило, має цитотоксичні властивості, то ціл­
ком виправданими є вивчення їх в дослідах in vitro. Виявлено [3—8 J високий ступінь кореляції 
між даними цитотокеичності речовин, отриманих з використанням нсдиференційованих ліній 
клітин in vitro та показниками LD50. Проте, досить часто гостра токсичність на рівні цілісного 
організму може бути обумовлена механізмами, які не можуть бути враховані в дослідженнях на 
рівні клітини, напр., при вивченні токсичності речовин, що здійснюють свою токсичну дію 
шляхом виливу на специфічні рецептори, внаслідок кумуляції в цілісному організмі, а також в 
результаті утворення токсичних метаболітів. Тому в таких випадках необхідно шукати інші 
шляхи вирішення даної проблеми [9]. Водночас, між результатами досліджень, проведених in 
vitro та in vivo, може бути досягнуто високий ступінь кореляції. Проте при вивченні токсичнос­
ті пової речовини дані in vitro повинні бути обов'язково підтверджені дослідами in vivo. 

Варто підкреслити, що при трактуванні результатів таких досліджень необхідно брати до 
уваги і біокінетичпі фактори, які виливають на взаємодію між клітинами та досліджуваними 
речовинами, а, отже, здатні ускладнювати інтерпретацію даних, отриманих в дослідах in vitro, 
та прогнозування потенційної токсичності речовин in vivo. 

Типи цитотоксичної дії. Якщо давати визначення загальній цитотокеичності як несприят­
ливій дії на структуру та/або властивості клітин, що впливає на виживання, проліферацію 
та/або функціонування останніх, то на клітинному рівні можна виділити три основних типи 
токсичних ефектів: 

- ушкодження мембран та цитоскелета клітин; 
- порушення процесів метаболізму, синтезу, деградації та виходу клітинних компонентів; 
- порушення регуляції іонного складу та ділення клітин. 
Застосування альтернативних методів вивчення гострої токсичності потребує тонкого розу­

міння і точного трактування понять типів цитотоксичної дії: 
• загальна - включає один або більше вищезгаданих процесів, коли всі тини досліджуваних 

клітин виявляють подібну чутливість; 
• селективна - спостерігається у випадку, коли різні типи клітин відрізняються за чутливіс­

тю щодо токсичного агента, напр., в результаті виливу процесів біотрансформації, зв'язування 
із специфічними рецепторами або дії спеціальних механізмів; 

• специфічна функціональна - мас місце у випадку, коли дія токсичного агента не впливає 
на функціонування безпосередньо клітин, але є критичною для цілого організму, напр., через 
вилив на взаємозв'язок клітина-клітииа в результаті синтезу, звільнення гормонів і трансмі­
терів, пригнічення кінетичних реакцій або специфічних процесів транспорту. 

Одночасно всі три типи цитотоксичної дії речовин виявляються при використанні методів 
визначення гострої системної токсичності в дослідах in vivo. Поряд із цим, гостра токсична дія 
на організм може бути результатом впливу позаклітинних процесів, що необхідно враховува­
ти при проведенні досліджень in vitro. 

Вплив біокінетичних параметрів. На рівень токсичності хімічних речовин в умовах in vivo 
значний вплив справляють процеси їх всмоктування, розподілу, біотрансформації та виведен­
ня з організму. Тому виділяють різноманітні види біокінетики (токсикокінетики) сполук. Як 
же у такому випадку враховувати біокінетичні фактори при дослідженнях гострої токсичнос­
ті в умовах in vitro? 

При вивченні ефектів хімічних речовин в умовах in vitro визначаються їх критичні концен­
трації (напр., ЕС50 і ЕС10), що характеризують дію хімічних речовин у спеціальних умовах ек­
сперименту in vitro [10]. ДЛЯ правильності оцінки дії критичних концентрацій препаратів in 
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vitro рекомендується порівнювати їх з даними критичних концентрацій, що діють в місці 
зв'язування речовин (клітини-мішені) при реєстрації гострої токсичності в умовах in vivo. Це 
концентрації, які зумовлюють граничну токсичність сполук, проте вивчаються вони досить 
рідко. Концентрація речовини в місці її зв'язування не є ідентичною тій, що циркулює в плаз­
мі крові. Через присутність різноманітних факторів, що впливають на біокінетику, концентра­
ція речовини в клітині-мішсні в багатьох випадках помітно відрізняються від концентрації, 
визначеної в плазмі. Незважаючи на це, використання показника критичної концентрації ре­
човини в плазмі крові є цілком припустимим для проведення порівняльної характеристики 
даних, отриманих in vivo та in vitro. 

Як правило, показники ефективності препаратів в умовах in vivo є критичними дозами, виз­
наченими в експерименті на цілому організмі і виражаються в одиницях маси (об'єму) на 1 кг 
маси тіла. Ефективність речовин в умовах in vitro розраховується за їх концентрацією 
(напр., мг/мл культурального середовища). Очевидно, що ці показники ефективності не мо­
жуть порівнюватися безпосередньо, оскільки в такому випадку не враховується вилив біокі­
нетичних факторів. Незважаючи на це, через нестачу необхідних даних біокінетичних пара­
метрів речовин, що досліджуються, звичайно використовуються прямі порівняння LD50 та 
ЕС50, як параметрів оцінки даних, отриманих в дослідженнях in vitro для прогнозування гос­
трої токсичності в умовах in vivo. 

Для опису взаємозв'язку між ЕС50 та LD50 часто застосовується лінійний регресійний аналіз 
[8|, тобто лінійна залежність між цими параметрами цілком припустима. Проте вона може ма­
ти місце, якщо: а) усі досліджувані хімічні речовини в спеціальних умовах подібні за механіз­
мом дії (напр., викликають гостру токсичність в умовах in vivo за механізмом, аналогічним та­
кому в експериментах in vitro); б) досліджувані хімічні речовини виявляють аналогічні біокі-
нетичні властивості in vivo та in vitro (напр., подібність біокінетики, що впливає на токсичну 
концентрацію речовин у місцях їх зв'язування, до процесів, які визначають параметри токсич­
ності відносно цілісного організму). У зв'язку з впливом токсикодинаміки та токсикокінети-
ки на зв'язування досліджуваних речовин результати лінійного регресійного аналізу немину­
че демонструють значний розкид. Незважаючи на це, метод лінійного регресійного аналізу 
дозволяє виявити статистично значиму позитивну лінійну кореляцію між параметрами ЕС50 
та ED-;,,. Інтерпретацію подібних результатів слід здійснювати з певною обережністю. Порів­
няння даних in vivo та in vitro шляхом встановлення кореляції між ними може бути досить ус­
пішним для підбору речовин на основі подібності механізму їх дії та біокінетичних парамет­
рів. У цьому випадку лінійна кореляція може бути достатньо вираженою. 

Таким чином, для одержання більш вірогідних результатів порівняння даних, отриманих у 
дослідах in vitro та in vivo, необхідно враховувати біокінетичні фактори. 

Біотрансформація. Ксенобіотики можуть викликати токсичні реакції в організмі прямо або 
шляхом біотрансформації в печінці та інших тканинах. Тому необхідно враховувати всі мож­
ливі шляхи утворення метаболітів хімічних сполук. Одним із головних обмежень використан­
ня клітинних ліній для вивчення цитотоксичності є їхня низька спроможність до метаболіз­
му. Тому дослідження такого типу варто проводити з використанням сполук, здатних створю­
вати токсичні ефекти безпосередньо на клітинах. Отже, для сполук, токсичний ефект яких 
обумовлений дією реактивних метаболітів, дослідження in vitro з метою прогнозування їхньої 
токсичності в умовах in vivo будуть неточними. 

Незважаючи на те, що значна кількість тканин може впливати на метаболічне перетворення 
ксенобіотиків, печінка с домінуючим органом, що здійснює біотрансформацію речовин. Ліпо-
фільні ксенобіотики хімічно модифікуються в печінці в серії біотрансформаційних реакцій, 
відомих, як І та II фази, що підвищує їх поляризацію та розчинність і сприяє виведенню з ор­
ганізму. Якщо цього не відбувається, ліпофільні сполуки здатні накопичуватися в тканинах 
організму, у результаті чого можуть розвиватись явища інтоксикації. Протягом І фази біот­
рансформації хімічні речовини або продукти їхнього метаболізму досить часто, але не завжди, 
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зв'язуються з молекулами ендогенних речовин (глюкуронова кислота, глутатіон, сульфати, 
амінокислоти). У результаті цього утворюються легкорозчинні сполуки, які швидко виво­
дяться з організму. II фаза біотрансформації часто характеризується обмеженням кількості 
ендогенних речовин, необхідних для з'єднання з вихідними хімічними сполуками або їхніми 
метаболітами, що утворились у І фазі. Головною ендогенною захисною системою с окисно-
відновний цикл глутатіону, який у високих концентраціях присутній у клітинах ссавців і діє 
як нуклеофільний детоксикатор хімічних речовин і продуктів їх метаболізму. 

Звичайно біотрансформація характеризує процес детоксикації, але існує багато прикладів, 
коли продукти метаболізму хімічних сполук, утворених в ході І фази біотрансформаційних ре­
акцій, виявляються більш реактивними та токсичними у порівнянні з вихідними речовинами. 
Дія високореактивних метаболітів, серед інших факторів, залежить від періоду їх півжиття. До 
того ж, кон'югати II фази також здатні обумовлювати токсичні ефекти багатьох речовин. Отже, 
токсичність хімічних сполук залежить від балансу між реакціями І та II фаз метаболізму. 

Висока здатність печінки до біологічного перетворення речовин дозволяє ефективно елімі­
нувати токсичні сполуки, хоча досить часто вона сама стає мішенню токсичної дії. Відомо, що 
велика кількість хімічних речовин є індукторами генатотоксичності. 

Важливе значення печінки в здійсненні процесів метаболізму та утилізації токсичних сполук 
в організмі обумовлює впровадження експериментальних систем in vitro, пов'язаних з даним 
органом. Вони включають використання гомогенатів, субклітинних фракцій (напр., мікросом), 
долей печінки, суспензії свіжоізольованих гепатоцитів, первинної моношарової культури гепа­
тоцитів, гепатоцитів, які перевиваються, та клітинних ліній гепатоми 111]. Основною вимогою 
до вивчення процесів біотрансформації є використання систем in vitro, ідо зберігають здатність 
до метаболізму. Гомогенати печінки бідні на ферменти І фази біотрансформації. Вивчення ме­
таболічних процесів і токсичності хімічних сполук на клітинах гепатоми обмежене тим, ідо во­
ни недостатньо впливають на експресію багатьох процесів біотрансформації. Слід також вра­
ховувати нестабільність ферментів І і II фаз біотрансформації у свіжоізольованих клітинах пе­
чінки та первинній культурі гепатоцитів різних видів тварин та людини. 

Виявлення селективної токсичності речовин потребує проведення порівняльних досліджень 
на різноманітних типах клітин, включаючи гепатоцити. Більш того, може виникнути необхід­
ність визначення в клітинах-мішенях токсичних метаболітів досліджуваних речовин. Це може 
бути досягнуто за допомогою: а) спільного культивування клітин, що здійснюють метаболізм 
та клітин-мішеней; б) експозиції гепатоцитів (як клітин, здатних до метаболізму) з досліджу­
ваною речовиною з наступним культивуванням у середовищі для культивування клітин-міше­
ней, що утворилося. Використання спільної культури гепатоцитів і клітин-мішеней дозволяє 
виявити: а) геиатозалежну цитотоксичність; б) порушення специфічних (не життєво важли­
вих) функцій гепатоцитів; в) опосередковані метаболізмом ефекти на клітини-мішені 112-14]. 

Розподіл речовин в умовах in vitro та in vivo. Існують різноманітні підходи до оцінки впли­
ву факторів біокінетики на екстраполяцію критичних концентрацій речовин, отриманих в ек­
сперименті in vitro, на їх критичні дози, розраховані на одиницю маси тіла. 

Найбільш надійним засобом вирішення цього питання, безсумнівно, могло б бути моделю­
вання біокінетичних процесів, засноване на фізіологічних методах |15|. Такий підхід досить 
складний і потребує глибоких знань про стан органів-мішеней в умовах in vivo, з одного боку, 
токсикокінетичних характеристик речовин, з іншого, тому не може застосовуватися для 
оцінки токсичності великої кількості хімічних сполук. Можна використовувати декілька, ста­
ранно відібраних в умовах in vivo біокінетичних параметрів (абсорбовані з кишечнику фрак­
ції та їхній дійсний об'єм розподілу; оцінка дози препарату на одиницю маси тіла відповідно 
до його критичної концентрації, визначеної в експерименті in vitro, а також визначення кон­
центрації речовини в плазмі крові згідно її доз, розрахованих на одиницю маси тіла) [16, 17). 
Проте, для більшості хімічних речовин, за винятком фармакологічних засобів, інформація 
щодо біокінетичних параметрів в умовах in vivo є недостатньою. 
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Тест-системи в умовах in vitro та моделі експериментів in vivo можуть використовуватися 
як основа для екстраполяції ефективних концентрацій речовин, визначених в дослідах in 
vitro, на еквівалентні дози для цілого організму. Для здійснення цього необхідно мати, як мі­
німум, інформацію щодо: а) фізико-хімічних характеристик речовини (напр., рКа, ліпофіль-
ність, летючість); б) кількісної оцінки зв'язування з білками; в) основних характеристик сис­
теми in vitro (напр., концентрація клітин у культуральному середовищі, концентрація білка в 
клітині, співвідношення об'ємів клітина-середовище, концентрація альбуміну в культураль­
ному середовищі). Крім того, необхідно здійснювати математичне моделювання, що дозволяє 
розраховувати еквівалентні дози препарату на одиницю маси тіла. 

Очевидно, що застосування лише даного методу екстраполяції концентрацій с недостатнім. 
Дослідження повинні бути проведені з урахуванням інших важливих факторів, які, в першу 
чергу, стосуються пасивного розподілу речовин. Тому необхідно розробляти методи, які б доз­
воляли визначати та враховувати вказані фактори. 

Етапи дослідження гострої токсичності. В даний час може бути запропонована послідов­
ність трьох основних етапів досліджень, які використовуються для прогнозування гострої 
токсичності в умовах in vivo. 

На першому етапі повинна визначатися загальна цитотоксична дія на основі оцінки пригні­
чення проліферації клітин. Кращим матеріалом для цього є недиференційована лінія клітин, 
здатна до трансформації та швидкого поділу. При цьому клітини повинні підлягати впливу 
речовин протягом ексноненційної фази свого росту, а тривалість впливу повинна бути при­
наймні втричі більшою за час, протягом якого відбувається подвоєння кількості клітин. На 
цьому етапі досить корисним може бути визначення цитолетальних концентрацій речовин 
для клітин, що не діляться. 

Метою другого етапу дослідження є не лише виявити наявність специфічної генатоток-
сичної дії, але і визначити роль біотрансформації в цитотоксичності досліджуваних речо­
вин. У принципі, це може бути здійснено шляхом використання спільного культивування 
гепатоцитів, залучених до метаболізму речовин, та проліферуючих клітин, використаних на 
першому етапі дослідження, а також клітин, які розглядають у ролі мішеней дії досліджува­
ної речовини. Така двокомпонентна система є культурою гепатоцитів щура та проліферую­
чих клітин ЗТЗ в ролі клітин-мішеней [13, 14]. Інша можлива двокомпонентна система по­
лягає у використанні фільтруючих вставок у чашки культивування для поділу систем «ме­
таболізму» та «відповіді» або застосування методики обертової камери 113]. Третьою мож­
ливою системою могла б стати попередня експозиція гепатоцитів із досліджуваною речови­
ною з наступним культивуванням у тому ж культуральному середовищі клітин-мішеней. 

Системи досліджень, використані на третьому етапі, повинні забезпечити одержання інфор­
мації, що стосується селективної цитотоксичної дії речовин, відмінної від специфічної гепато-
токеичності, яка повинна визначатись на II етапі, а також вивчення наявності будь-яких інтер­
ференцій з важливими, але не життєво визначальними специфічними функціями клітин. На 
даному етапі може бути використано велику кількість тест-систем in vitro (диференційовані 
клітини різноманітних потенційних органів та систем, мішеней дії хімічних речовин, напр., 
клітин нервової системи, серця, нирок тощо) [19|. 

Наочним прикладом системи тестування на НІ етапі досліджень є оцінка пригнічення про­
цесу скоротливості в культурі клітин скелетних м'язів щура. Механізмом скорочення цих клі­
тин, що можна спостерігати за допомогою мікроскопу, є спонтанна електрична активність 
збудливих мембранних структур, яка визначається їх реактивністю під впливом відомих хі­
мічних сполук 120, 21] та виявляється: 

- зміною мембранного потенціалу спокою та порога збудливості; 
- модифікацією функцій різноманітних іонних каналів; 
- інгібуванням Иа+К+~АТФази; 
- наявністю так званих, «змінної» або «стабільної» мембранних активностей. 
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Існують докази, що подібні системи досліджень дозволяють визначити кардіотоксичні та 
нейротоксичні ефекти хімічних сполук, що виявляються в порушеннях дії електрично збуд­
ливих мембран. Залишається відкритим важливе питання стосовно інших типів клітин, які 
можуть бути включені до системи досліджень на III етапі. 

Дослідження in vitro та класифікація хімічних речовин. Ключовим завданням застосуван­
ня даних досліджень є визначення співвідношення умовних ефективних концентрацій речо­
вин in vitro та ефективних доз цих речовин in vivo. Це обумовлює важливість біокінетичних 
факторів, які необхідно враховувати при побудові математичної моделі прогнозування, адек­
ватної задачі вивчення хімічних речовин у дослідах in vitro незалежно від етапу дослідження. 
З огляду на це, запропонована схема класифікації та маркірування хімічних речовин відповід­
но до їхньої гострої токсичності (рис. 1). 

Перший етап дослідження 
загальної цитотоксичності 
необхідно проводити, як 
описано вище. На основі да­
них фізико-хімічних влас­
тивостей досліджуваних ре­
човин та токсикокіиетичних 
параметрів, визначених в 
дослідах in vivo і in vitro, от­
римані результати дозволя­
ють визначити ефективні 
дози, еквівалентні для ціло­
го організму. Якщо за отри­
маними результатами речо­
вина класифікується як 
«дуже токсична», то подаль­
ші дослідження не прово­
дяться. У протилежному ви­
падку варто переходити до 
другого етапу досліджень; в 
разі визначення речовини 

як «дуже токсичної», дослідження закінчується на цьому етапі. Якщо ж ні, то необхідно прово­
дити III етап випробувань, який дозволяє класифікувати речовину як: «дуже токсична», «ток­
сична», «небезпечна» або «токсичність не визначається» згідно найменшого значення ЕС50, 
визначеного па одному з вищевказаних трьох етанів дослідження. 

Якщо за отриманими даними виявлено, що хімічна сполука належить до найнижчого класу 
токсичності (тобто «токсичність не визначається»), необхідно провести обмежені дослідження 
його токсичності в умовах in vivo для підтвердження отриманих даних. Експерименти на твари­
нах повинні підтвердити, що при оцінці токсичності речовини в умовах in vitro не відбулося 
можливого заниження параметрів його потенційної токсичності. Це може мати місце у випадку, 
якщо сполука діє за механізмами, які не реалізуються в умовах in vitro, або за наявності токси­
кокінетичних процесів, участь яких неможливо врахувати при проведенні досліджень in vitro. 

Принципи GLP стосовно альтернативних методів дослідження токсичності. Принципи 
GLP з самого початку їх впровадження є регулюючими і не перетинаються з аспектами науки 
та технологій, але досить часто доповнюють останні. Чинні дотепер принципи GLP прийняті 
ОЕСР у 1997 році [22]. Вимоги національних програм щодо відповідності проведення доклі-
нічних досліджень правилам GLP в різних країнах можуть дещо відрізнятись. Лабораторія 
може заявляти про формальну відповідність вимогам GLP, якщо вона працює на основі прог­
рами, розробленої національними моніторинговими організаціями по GLP за умов наявності 

Фізико-хімічні властивості Фізико-хімічні властивості 

* + і * 
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Рисунок 1. Схема дослідження потенційної гострої токсичності хі­
мічних речовин з метою їх класифікації. 
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відповідного підтвердження цих організацій. Лабораторії, що працюють у рамках національ­
них програм відповідності вимогам GLP, періодично відвідуються урядовими інспекторами, 
що проводять всебічну перевірку лабораторії, визначають ступінь її відповідності GLP [23J. 

При участі в дослідженні лабораторії, що знаходиться поза національною програмою відпо­
відності GLP, формальний контроль якості дослідження може виявити невідповідність вип­
робувань вимогам GLP. У даному випадку необхідно забезпечити надання національним мо-
ніторинговим організаціям по GLP необхідної інформації. У звітах про дослідження вказано, 
що випробування виконано лабораторіями без формального дотримання вимог GLP, а також 
визначено можливий вилив на достовірність результатів. 

Установи (лабораторії) можуть проводити випробування, що належать до компетенції регу­
люючих органів стосовно GLP, а також дослідження, що їм не підпорядковуються (запровад­
ження методів випробувань, фундаментальні дослідження тощо). Якщо обидва види дослід­
жень проводяться на тих самих площах, вони підпорядковуються вимогам GLP. Основні від­
мінності полягають у зменшені контролю за якістю «нерегульованих» досліджень та знижен­
ні вимог щодо визначеної правилами GLP документації. 

Організація досліджень. Сформульовані ОЕСР в 1981 році принципи GLP стосувались ли­
ше досліджень, розміщених локально (рис. 2). Цим терміном позначається ситуація, коли ус­
танова (лабораторія) та керівник дослідження розташовані в одному місці проведення всіх 
процедур. Керівник дослідження визначається 
як особа, відповідальна за загальне проведення 
дослідження. Відповідно до принципів GLP йо­
му належить центральна роль у проведенні дос­
лідження. У межах кожного локально розміще­
ного дослідження, що проводиться відповідно 
до правил GLP, існує один керівник, один про­
токол та один звіт про дослідження. 

Досить часто дослідження в різних галузях, 
особливо це стосується визначення продуктів 
розкладу хімічних сполук у навколишньому се­
редовищі (польові випробування), проводяться 
у формі багатоцентрових досліджень. Цей тер­
мін визначає дослідження, які розміщені в де­
кількох географічно розділених місцях та/або в 
декількох організаці­
ях, але виконуються 
під одноосібним ке­
рівництвом, тобто в 
межах кожного бага-
тоцентрового дослід­
ження, що проводить­
ся відповідно до пра­
вил GLP, існує один 
керівник, один план 
та один звіт дослід­
ження (рис. 3) [24, 
25|. 

При проведенні ба­
гатоцентрових випро­
бувань виникає проб­
лема щодо можливос-
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Рисунок 3. Організація багатоцентрового випробування. 
Пунктирною лінією позначено участь персоналу служби контролю якості. 
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ті керування окремими дослідженнями керівником та його відповідальності за проведення 
дослідження в цілому. Відповідно до принципів GLP, у цьому випадку вводиться статус го­
ловних дослідників окремих частин дослідження. Для багатоцентрових досліджень головний 
дослідник є особою, що діє від імені керівника дослідження і відповідає за проведення делего­
ваної йому фази дослідження. Головний дослідник надає керівникові дослідження звіт про 
відповідну частину дослідження. 

Складові дослідження (напр., міжлабораторні передатестаційні/атестаційні «сліпі» дослід­
ження) можуть складатися з двох або більше випробувань відповідно для кожного компонен­
ту, що підлягає перед атестації/атестації, причому кожне дослідження є незалежним та відді­
леним від інших. Таким чином, кожне дослідження повинно мати власного керівника дослід­
ження, протокол дослідження та звіт про дослідження і проводитись у формі локального або 
багатоцентрового випробування (рис. 4). Термін «сліпе» дослідження означає, що керівник і 
персонал дослідження не мають повного детального опису об'єктів тестування у процесі про­
ведення випробування, а також на етапах підготовки та завершення звіту. 

Звіти про дослідження направляються незалежним структурам для аналізу даних, статис­
тичного аналізу та підготовки остаточного звіту. Питання керування та звітності при прове­
денні складового дослідження будуть розглянуті далі. 

Головним обов'язком керівника установи, що проводить випробування, є забезпечення дослід­
ження достатньою кількістю кваліфікованого персоналу, приміщеннями, відповідним оснащен­
ням, устаткуванням та матеріалами, необхідними для своєчасного та адекватного проведення 
дослідження, а при багатоцентрових дослідженнях - місце дослідження (розташування) фази 
(фаз) дослідження. Прізвище особи, що виступає в ролі керівника установи, яка здійснює вип­
робування, згідно GLP, повинно бути задокументовано. Фактично на цьому рівні закріплюєть­
ся його загальна відповідальність за забезпечення відповідності дослідження вимогам GLP. Для 
забезпечення урівноваженості програми та можливості її регулювання функції керівника уста-
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Рисунок А. Організація GLP для складового випробування (включаючи передатестаційні/атеста­
ційні випробування). 
Декілька співробітників служби контролю якості може бути включено до складового випробування. 
Пунктирною лінією позначено участь персоналу служби контролю якості. 
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нови, яка здійснює випробування, відповідального виконавця та служби контролю якості по­
винні здійснюватися різними особами. Функції керівника установи, яка здійснює випробуван­
ня, відрізняються від обов'язків відповідального виконавця, який відповідає за загальне прове­
дення багатоцентрового дослідження, функції останнього будуть розглянуті нижче. 

Відповідальний виконавець призначається керівником установи, яка здійснює випробуван­
ня. У випадку заміни відповідального виконавця в процесі випробувань (напр., у зв'язку зі 
зміною роду його діяльності), керівник установи повинен детально документувати факт замі­
ни, причини, що побудили до цього та прізвище особи, що заступила на його місце із зазначен­
ням дати вступу заміни в силу. У план дослідження повинні бути внесені відповідні поправ­
ки, якими відображається така заміна, ставиться підпис новопризначеного відповідального 
виконавця, керівника установи та, у разі потреби, замовника. 

Новопризначений відповідальний виконавець на момент початку роботи повинен визначи­
ти відповідність раніше проведених досліджень вимогам GLP, а у випадку виявлення будь-
яких невідповідностей, вичерпно їх документувати. 

У випадку багатоцентрових досліджень керівник установи повинен призначити головного 
дослідника, який має відповідну освіту, кваліфікацію та досвід, а також розуміння вимог GLP, 
достатнє для успішного керівництва певною фазою дослідження. Процедура заміни головно­
го дослідника аналогічна процедурі заміни відповідального виконавця і здійснюється керів­
ником установи. 

Загальний протокол є документом, який забезпечує чітке розуміння процедур, які необхід­
но виконати, а також використання ресурсів. Він використовується для оцінки обсягу дослід­
жень в цілому. 

У загальному протоколі, як правило, має бути представлена інформація згідно пунктів: 
- назва дослідження; 
- тест-система та засоби випробувань; 
- природа дослідження; 
- прізвища відповідального виконавця та головних дослідників; 
- терміни початку та закінчення дослідження. 
Доцільно також включити в загальний протокол додаткову інформацію, напр., терміни на­

дання звітів, передачі матеріалів до архіву тощо. 
Загальний протокол повинен відображати загальні відомості про дослідження, а також осо­

бистість відповідального виконавця, тоді як протоколи досліджень, які розташовані в різних 
місцях, можуть включати лише локальні дані та напрямки робіт, а також містити відомості 
про головного дослідника. 

Деякі лабораторії можуть проводити випробування, які згідно принципів GLP підлягають 
офіційній звітності, а також дослідження, що не підпорядковуються регулюючим щодо GLP 
органам (удосконалення методів, фундаментальні наукові дослідження тощо). Останні мо­
жуть також проводиться в рамках GLP, але за умов зменшення контролю якості та зниження 
вимог щодо визначеної GLP документації. Якщо лабораторія проводить обидва типи дослід­
жень, у загальному протоколі необхідно вказати перелік досліджень, що не підлягають регу­
люванню правилами GLP. Принципи GLP щодо тест-систем наведено в табл. 5, яка містить 
деякі доповнення стосовно систем культури клітин та тканин. Вони визначають необхідність 
визначення походження цих систем, ступеня впливу випадкових агентів, а також умов їхньо­
го вирощування. Такі тест-системи можуть вирощуватись та підтримуватись з метою збере­
ження їхньої біологічної цілісності з метою використання в якості засобів дослідження. 

Досить часто тест-системи in vitro не готують безпосередньо в установах, які проводять дос­
лідження, а отримують з інших джерел (напр., клітинні лінії). У деяких випадках первинне 
виділення здійснюється за декілька декад до початку дослідження, у інших, особливо при ро­
боті з клітинами та тканинами людини, дані про донора є недоступними для користувача тест-
системи. Таким чином, установа, яка вирощує або постачає такі тест-системи, виступає в ролі 
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первинного джерела інформації про походження зразків та тканин. Вона повинна також нада­
вати дані відповідних випробувань, які мають гарантувати відсутність у тест-системі випадко­
вих агентів (різні види тварин та тканин), а також її чистоту. Важливо, щоб установи, які про­
водять дослідження, могли простежити шлях до безпосереднього джерела тест-системи. Над­
ходження та розміщення тест-системи в установі (лабораторії), яка проводить дослідження, 
повинно бути документовано. Ці вимоги аналогічні документуванню походження та вихідно­
го стану здоров'я тест-систем in vivo. 

Тест-системи in vitro, особливо системи прокаріотів та еукаріотів, досить часто вирощують 
в установах, які проводять дослідження з метою їх накопичені для забезпечення безперервно­
го одержання матеріалу. Оскільки при упорядкуванні протоколу передбачається наявність 
визначення стабільності тест-систем, вони повинні утримуватися відповідним чином для за­
безпечення їхньої стабільності протягом усього часу дослідження. Умови вирощування та ут­
римання тест-систем мають враховуватись при плануванні дослідження, причому необхідно 
достатньо детально описувати критичні елементи підтримки їх стабільності. 

Характеристика тест-систем in vitro має першорядне значення. Забезпечення необхідних 
умов для систем in vitro є більш важливим порівняно з експериментами in vivo. При цьому не­
обхідно керуватися положеннями: 

1) забезпечення адекватних умов збереження, розміщення та догляду за тест-системами з 
метою забезпечення якості одержуваних даних (використання»високоякіспих прийомів одер­
жання клітинної та тканинної культур, якісні технології антисептики, що є істотною частиною 
роботи in vitro); 

2) обов'язкова характеристика тест-систем, яка визначає вимоги до системи, і дозволяє оці­
нити будь-які зміни її стану; 

3) новоотримані тест-системи повинні перевірятися щодо ступеня чистоти, відсутності заб­
руднень, придатності для дослідження та ідентичності. Доки система не буде задовольняти не­
обхідним критеріям, вона не може бути використана в дослідженнях, які проводяться за прин­
ципами GLP, і повинна бути або відповідним чином оброблена, або знищена. Необхідно врахо­
вувати і перспективні забруднення або дефекти системи, що можуть виникнути згодом та 
вплинути на якість даних; у цьому випадку система піддається карантину до її «очищення». До 
моменту початку експериментальної роботи тест-система повинна бути вільною від будь-яких 
забруднень, дефектів або факторів, здатних плинути на проведення дослідження. Якщо в про­
цесі дослідження виявляється, що тест-система не відповідає цим вимогам (напр., існує забруд­
нення або дефекти), то для забезпечення достовірності дослідження вона підлягає обробці, як­
що це можливо, або знищенню, якщо це необхідно. Будь-які порушення стану тест-системи та 
процедури обробки, як до, так і під час дослідження, фіксуються у відповідному документі. 

4) повинні вестися записи, що відображають походження тест-систем (напр., види тварин, 
тканин), вимоги до їх утримання, ідентичність, джерело надходження, дата початку та умови 
вирощування. 

5) до початку експозиції досліджуваних та референтних матеріалів тест-системи підлягають 
акліматизації (при необхідності) в умовах проведення випробувань протягом адекватного пе­
ріоду. Використання тест-систем після їх одержання повинно бути узгоджене з протоколом 
та/або СОП; 

6) інформація, необхідна для правильної ідентифікації тест-системи in vitro, повинна бути 
зафіксована протягом всього дослідження. Індивідуальні матеріали випробувань (флакони, 
чашки), що готуються і використовуються при проведенні досліджень, повинні бути належ­
ним чином підписані. Якщо такі матеріали мають занадто малі розміри для маркірування, їх 
необхідно вміщувати в більший контейнер, позначений відповідним чином; 

7) будь-які матеріали, що знаходяться в контакті з тест-системою, повинні бути вільні від 
забруднень. Доцільно застосовувати стерильне устаткування і використовувати прийоми на­
лежних технологій культивування [26]. 
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Розділ І 
Принципи GLP стосовно обговорення протоколу та проведення випробування наведені в 

табл. 8. 
Складові дослідження. Замовник складових досліджень призначає' управління дослідженням, 

яке здійснює спостереження за установами, що проводять дослідження [27,28|. Управління дос­
лідженням не повинно безпосередньо відповідати за дотримання принципів GLP, оскільки це є 
прямим обов'язком керівника установи, яка проводить дослідження. Проте, існують деякі прин­
ципи GLP, що входять до переліку обов'язків управління дослідженням. Наприклад, протокол 
дослідження повинен визначати основні обов'язки членів управління дослідженням, включаю­
чи голову та координатора дослідження. Може виявитися доцільним призначення окремої 
особи до управління дослідженням з координації дотримання принципів GLP, проте, інші 
обов'язки щодо відповідності установи, яка проводить дослідження, вимогам GLP лежать на її 
керівникові. Деякі з обов'язків управління дослідженням наведено на рис. 5 [29, ЗО]. Управлін­
ня дослідженням несе відповідальність за відбір лабораторій, які беруть участь у випробуван­
нях, але не за призначення відповідального виконавця, що є прерогативою керівника установи. 

Протокол визначає мету дослідження, терміни його виконання, перелік лабораторій, які бе­
руть участь у дослідженні та прізвища керівника установи, яка проводить дослідження, відпо­
відального виконавця та головного дослідника. У випадку, коли немає офіційно призначено­
го відповідального виконавця або головного дослідника, повинні призначатися особи, відпо­
відальні за технічну сторону проведення роботи. 

У протоколі дослідження необхідно вказати: 
координатора дослідження; 

- особу, відповідальну за СОП, якщо в дослідженні використовуються загально прийняті 
СОП; 

~ умови проведення моніторингу щодо контролю якості дослідження; 
- місце збереження матеріалів дослідження (архів). 
Протокол дослідження повинен підписуватись, принаймні, головою управління досліджен­

ням та затверджуватись. Будь-які зміни в протоколі дослідження повинні подаватися у вигля­
ді поправок, послідовно нумеруватися і направлятися для ознайомлення виконавцям. 

Замовник 
Фінансування 
Контракт 

Служба контролю 
якості 

Інспекції з контролю 
якості 

Управління випробуванням 
(Координатор випробування). 
Визначення протоколу та 

мети випробування. 
Затвердження протоколу 

випробування 

I t 
Тести/Лабораторії 

Вибір тестів 

Ідентифікація лабораторій 

Визначення провідної 

лабораторії Затвердження СОП 

І 
Хімічні речовини 

Контроль якості in vitro 

результатів. Вибір хімічних 

речовин. Кодування 

Розподіл. Безпека 

1 
Результати 

Протоколювання структури 

результатів 

Отримання результатів 

Аналіз результатів 

J 
Рисунок 5. Огляд Управління складовими атестаційними випробуваннями. 
Пунктирною лінією позначено участь персоналу служби контролю якості. 
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Належна лабораторна практика (GLP) 

Прізвище та місцезнаходження координатора дослідження має визначатися в кожному ок­
ремому протоколі дослідження. Координатор відповідає за узгодження порядку надходження 
та аналіз матеріалів дослідження, а також підготовку звіту. Необхідно зазначити, що коорди­
натор дослідження має прямий доступ до зашифрованих матеріалів випробувань. 

В обов'язки координатора дослідження входить: 
1) відповідальність за координацію та постачання, а також аналіз матеріалів тестування та 

порівняння, обробку, в тому числі статистичну, даних всіх досліджень, що входять у складове 
дослідження; 

2) забезпечення реєстрації міжлабораторного обміну документами та даними; 
3) забезпечення проведення моніторингу дослідження службою гарантії якості досліджень 

відповідно до протоколу дослідження; 
4) оцінка та документація будь-яких поправок та/або відхилень від протоколу або плану 

дослідження, що виливають на якість та цілісність складового дослідження; 
5) забезпечення своєчасного надходження окремих звітів досліджень для статистичного 

аналізу даних; 
6) підготовка звіту дослідження, що може також здійснюватись відповідальним виконавцем 

або незалежною особою; 
7) забезпечення точності відображення у звіті результатів складового дослідження, підтвер­

дженням чого є датований підпис координатора дослідження на заключному звіті; 
8) забезпечення належної передачі документації дослідження до архіву. 
Звіт за результатами випробувань включає опис мети, використаних методів, отриманих ре­

зультатів та висновків складового дослідження, охоплюючи фактично декілька звітів дослід­
жень, а також звітів щодо поставки матеріалів випробувань та статистичної обробки результа­
тів. Порядок підготовки звіту дослідження наведено на рис. 6. Координатор, який може висту­
пати відповідальним як за звіт, так і науковий висновок, здійснює спостереження за їх підготов­
кою. Підписувати звіт дослідження повинні координатор дослідження, голова управління дос­
лідженням, працівник статистичної служби та відповідальний виконавець. Не зважаючи на те, 
що відповідальний виконавець може не брати участі у підготовці звіту, його підпис засвідчує, що 
звіт точно відображає результати досліджень. Звіт повинен містити висновок, підписаний коор­
динатором дослідження, у якому коментуються точність і повнота звіту дослідження, вказують­
ся всі фактори, здатні вплинути на достовірність досліджень, включаючи відповідність його 
принципам GLP. Висновок служби контролю якості досліджень може включатися в звіт дослід­
ження для підтвердження того, що проводився моніторинг дослідження і звіт точно відображає 

дані дослідження. 
До складового досліджен­

ня можуть залучатись неза­
лежні лабораторії, які офі­
ційно не відповідають прин­
ципам GLP, так само, як і 
лабораторії, що проводять 
аналіз матеріалів випробу­
вань. Моніторинг служби 
контролю якості в таких ла­
бораторіях носить консуль­
тативний характер по забез­
печенню їхньої відповіднос­
ті принципам GLP, дає мож­
ливість контролю за обмі­
ном даними досліджень між 
лабораторіями. 
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Розділ І 
Висновок служби контролю якості повинен направлятись до основних лабораторій, а також 

координатору дослідження. На додаток до цього може здійснюватись підготовка періодичних 
зведень та звітів служби контролю якості, що направляються до управління дослідженням та 
замовнику. Доцільно додати висновок служби контролю якості і до звіту для одержання неза­
лежного підтвердження того, що останній точно відображає звіти за окремими дослідження­
ми, отримані дані та звіти щодо аналізу хімічних препаратів. 
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Розділ II 

РОЗДІЛ II 

ДОКЛШІЧНЕ ВИВЧЕННЯ 
НЕШКІДЛИВОСТІ ЛІКАРСЬКИХ 

ЗАСОБІВ 



Доклінічне вивчення нешкідливості лікарських засобів 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ ТОКСИЧНОЇ ДІЇ 
ПОТЕНЦІЙНИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 

Коваленко В.М., 
Стефанов О.В., 

Максимов Ю.М., 
Трахтенберг І.М. 

Вступ 

Процес створення фармакологічних засобів потребує розробки нових підходів, удоскона­
лення шляхів та порядку створення ефективних медичних препаратів з урахуванням нових до­
сягнень в галузі науки та техніки. Зараз значно зросли вимоги щодо організаційних принципів 
на всіх етапах розробки, дослідження, запровадження та виробництва фармакологічних засо­
бів. Це обумовлене необхідністю гарантувати високу якість виконання окремих стадій розроб­
ки ліків, зокрема, надійності результатів доклінічого вивченая їх безпечності. Більшість неба­
жаних проявів побічної дії лікарських препаратів можна передбачити та попередити, виходячи 
з даних, одержаних в експериментах з використанням тест-систем. Досліди на тваринах дозво­
ляють значною мірою гарантувати безпечність клінічних випробувань та наступного медично­
го застосування нових лікарських засобів. Сучасні програми доклінічного вивчення безпечнос­
ті нових фармакологічних засобів в більшості розвинених країн суттєво не відрізняються одна 
від одної і суворо регламентуються відповідними органами охорони здоров'я. 

До глобальних світових досягнень науково-технічного прогресу належить система Надій­
ної Лабораторної Практики (Good Laboratory Practice - GLP). Міжнародне поширення GLP, 
яка запроваджує уніфікацію умов, що охоплюють практично всі етапи експерименту, та 
сприяє суттєвому зростанню рівня організації досліджень, метою яких с обгрунтування без­
печності біомедичних розробок, що пропонуються до широкого використання, безумовно, є 
значною подією в історії доклінічної практики створення лікарських засобів. Обсяг дослід­
жень загальної токсичності обумовлюється належністю препарату до відповідної групи лі­
карських засобів, рубрикація яких представлена в Інструкції про порядок проведення спеці­
алізованої оцінки та експертизи матеріалів на лікарські засоби у Державному науково-ек­
спертному центрі лікарських засобів МОЗ України (наказ МОЗ України № 246 від 08.10.99). 
У зв'язку з відсутністю в Україні систематизованих даних літератури з доклінічного вивчен­
ня загальнотоксичної дії потенційних фармакологічних речовин і були розроблені ці мето­
дичні рекомендації з висвітленням основних положень GLP. 

1. Основні терміни та поняття 
Випробування - експеримент або серія експериментів з вивчення досліджуваної речовини 

з метою одержання даних про її властивості та/або безпечність для здоров'я людини. 
Гостра токсичність визначається як короткотривала шкідлива дія на організм досліджува­

ної речовини в умовах одноразового або багаторазового протягом 24 год її введення. 
Доза - кількість речовини, яка діє на організм. Доза виражається як маса (об'єм) досліджу­

ваної речовини (г, мг, мл тощо) або маса (об'єм) досліджуваної речовини на одиницю маси 
тварини (напр., мг/кг, мл/кг). 

Доза максимально переносима (DL0) - найбільша кількість отрути, введення якої в орга­
нізм не викликає загибелі піддослідних тварин. 
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Доза середня ефективна (DE50) - кількість речовини, яка викликає певний ефект у 50 % 
стандартної групи піддослідних тварин протягом певного терміну спостереження. 

Доза середня смертельна (DL50) - статистично розрахована доза речовини, введення якої 
викликає загибель 50 % стандартної групи піддослідних тварин протягом певного терміну 
спостереження. Величина DL,,„ виражається відношенням маси (об'єму) досліджуваної речо­
вини до одиниці маси тіла тварини (мі/кг, мл/кг та ін.). 

Дозування - термін, який враховує дозу, частоту та тривалість введення речовини. 
Зразок - певна кількість досліджуваної або контрольної речовини. 
Інтегральні показники інтоксикації - показники, які характеризують зміни загального ста­

ну організму (напр., маса тіла, температура тіла). 
Інтерпретація (даних) - оцінка всіх фактів, отриманих в результаті даного дослідження. 
Інтоксикація - патологічний стан, викликаний дією на організм токсичних речовин екзо­

генного та ендогенного походження. 
Керівник випробувань - особа, яка несе особисту відповідальність за проведення дослід­

жень в цілому. 
Міжвидові відмінності (видова чутливість) - кількісні та якісні особливості реагування на 

дію речовини в залежності від виду тварини. 
Міжвікові відмінності (вікова чутливість) - кількісні та якісні особливості реагування на 

дію речовини в залежності від віку. 
Надійна Лабораторна Практика (GLP) - організація процесу та умов, за яких лабораторні вип­

робування плануються, виконуються, контролюються, реєструються, представляються у вигляді 
звіту та зберігаються в архіві. 

Носій (розчинник) - агент, який використовується для змішування, диспергування або роз­
чинення досліджуваної та контрольної речовини. 

Віддалена дія - ефект, який проявляється у віддалений період після закінчення введення 
отрути. 

Первинні дані - всі вихідні робочі записи, примітки, зареєстровані і задокументовані дані ла­
бораторних випробувань та результати візуальних спостережень, а також затверджені їх копії. 

Проба - матеріальне похідне тест-систсми, призначене для дослідження, аналізу або збері­
гання. 

Протокол - документ, який визначає загальний обсяг випробувань. 
Речовина для порівняння (контрольна речовина) - добре відома хімічна речовина або су­

міш, що використовується для порівняння з речовиною, що випробовується. 
Речовина, що досліджується - хімічна (біологічна) речовина або суміш, яка підлягає дос­

лідженню. 
Середній час загибелі тварин - середній час, протягом якого гине 50 % тварин після гострого 

отруєння. 
Серія - обмежена кількість або партія речовини, що випробовується, або контрольної речо­

вини, одержаної протягом певного циклу виробництва способом, який передбачає наявність 
постійної характеристики і відповідної позначки. 

Стандартні операційні процедури (СОП) - документ, в якому детально викладено, як ви­
конувати певні лабораторні процедури. 

Терапевтичний індекс - відношення середньої смертельної дози до середньої ефективної 
дози речовини (DL50/DE50). 

Тест-система - будь-яка тварина, рослина, мікроорганізм, а також клітинна, субклітинна, 
хімічна та фізична система або їх комбінація, що використовується у випробуваннях. 

Токсикологія - наука про потенційну небезпечність дії речовин (отрут) на живі організми 
та екосистеми, про механізми дії, діагностику, профілактику та лікування інтоксикацій. 

Токсикометрія - сукупність методів та прийомів дослідження з метою кількісної оцінки 
токсичності та небезпечності речовин. 
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Токсичність - міра несумісності речовини з життям, величина протилежна абсолютному 
значенню середньосмертельної дози (1/DL50) або концентрації (1/CL50). 

Установа-виконавець - установа, яка має відповідний персонал, приміщення та умови, не­
обхідні для проведення досліджень. 

Фармакологічна речовина - хімічна сполука (сума речовин), одержана в результаті хімічно­
го синтезу чи добута з природних об'єктів, а також нове сполучення відомих речовин, ідо мають 
певну фармакологічну дію. 

Експериментальні тварини - це тварини, які використовуються або будуть використані в 
експерименті. 

Екстраполяція - математичний розрахунок, заснований на наявних даних та призначений 
для оцінки вірогідного зв'язку між дозою речовини та ефектом або відповідною реакцією. 
Вона включає кількісне передбачення можливих біологічних реакцій організму людини, вик­
ликаних дією речовини або дії на організм тварин цієї ж речовини. 

Ефект - біологічні зміни внаслідок дії речовини. 

2. Організація та проведення випробувань 

2.1. Планування досліджень 

Невід'ємним елементом всіх доклінічних досліджень нешкідливості с ґрунтовний протокол -
документ, який визначає повний обсяг випробувань і в комплексі із стандартними операцій­
ними процедурами має забезпечити максимальну їх деталізацію. Його призначенням є визна­
чення мети досліджень та завдань для її досягнення. 

Керівник випробувань несе основну відповідальність за ґрунтовність розробленого прото­
колу і своїм підписом гарантує повне дотримання його при виконанні випробувань. 

Керівник установи-виконавця, керівник випробувань та замовник підписують і датують 
протокол, що с свідченням його формального затвердження. З метою гарантії чіткого визна­
чення об'єкта досліджень, наявності відповідного персоналу та матеріальних умов для прове­
дення досліджень протокол затверджується до початку випробувань. 

Важливим елементом протоколу є детальне викладення плану експерименту, включаючи ме­
тоди контролю за проявами непередбачених факторів виливу на проведення досліджень. В ньо­
му вказуються дози, кількість тварин в кожній групі, їх номери, а також методи рандомізації при 
розподілі па піддослідні групи, відбір тварин на різні види випробувань або проміжну евтаназію. 

Добре підготовлений та затверджений протокол виключає необхідність внесення змін та 
поправок в ході проведення випробувань. Але в разі необхідності, наприклад, за наявності не-
очікуваних токсичних ефектів, які зумовлюють доцільність додаткових досліджень, такі до­
повнення слід включати до протоколу. Це є обов'язком керівника випробувань, який до від­
повідного документа, що додається до протоколу, вносить всі зміни та доповнення з їх обгрун­
туванням, ставить підпис та дату. 

2.2. Фармакологічна речовина 

На початкових етапах доклінічних досліджень (первинний токсико-фармакологічний скри-
нінг) предметом вивчення є потенційна фармакологічна речовина (сума речовин, нове сполу­
чення), яка не мас визначеної лікарської форми. 

Токсикологічні дослідження нової фармакологічної речовини, відібраної в результаті пер­
винної токсико-фармакологічної оцінки біологічної дії, проводяться за схемою програмовано­
го скринінгу з реєстрацією критеріїв гострої, підгострої та хронічної токсичності та викорис­
танням набору тестів, які дають змогу оцінити тип дії речовини. 

Експериментальні дослідження нової фармакологічної речовини проводяться у порівнянні 
з контрольною речовиною. Ефективність та безпечність є критерієм доцільності подальшого 
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вивчення оригінальних речовин. Доклінічне токсикологічне вивчення нових лікарських форм 
повинно включати як контроль вихідну лікарську форму. 

Перед початком випробувань потенційного лікарського засобу необхідно для кожної партії 
мати відомості щодо його походження, хімічного складу, основних характеристик: 

0 чистота; 
0 стабільність індивідуальної речовини та в суміші з носієм; 
0 склад; 
0 структура; 
0 фізико-хімічні властивості (агрегатний стан, розчинність, точка плавлення/кипіння, рН); 
0 методи визначення. 
Ємкості для досліджуваної та контрольної речовин повинні обов'язково забезпечуватися 

етикетками, зробленими відповідно до СОП. На них вказується назва речовини або номер ко­
ду, номер партії, термін придатності та ін. Токсикологічні дослідження обов'язкові як для суб­
станції, так і лікарської форми. Умови зберігання повинні забезпечувати збереження складу, 
концентрації, чистоти та стабільності як досліджуваної, так і контрольної речовин. На проце­
дуру визначення їх ідентичності, чистоти, складу та стабільності, а також наявності контамі-
нантів слід розробити відповідні СОП. При необхідності використання носія (розчинника) 
при проведенні випробувань розробляються СОП щодо визначення його гомогенності та ста­
більності. На етикетці, яка супроводжує ємкість з носієм (розчинником) досліджуваної та 
контрольної речовин, вказується стабільність їх складу та гомогенність. Результати вказаних 
досліджень реєструються в спеціальному журналі.-

Дані про стабільність дають змогу почати випробування, але в окремих випадках є недостат­
німи. Якщо тривалість випробувань перевищує чотири тижні, необхідно періодично (раз на мі­
сяць) відбирати зразки досліджуваної та контрольної речовин на аналіз та зберігати їх протягом 
двох років після дозволу препарату до медичного застосування та промислового виробництва. 

При необхідності змішування, розведення, приготування суспензії або розчину досліджуваної 
та контрольної речовин повинна бути вказана концентрація та ступінь гомогенності суміші. Крім 
того, до початку випробувань має проводитись вивчення стабільності досліджуваної та контроль­
ної речовин в суміші з носієм та/або допоміжними компонентами з метою відпрацювання режи­
му їх приготування та введення до тест-системи. Для попередження помилок при проведенні дос­
ліджень та запобігання забрудненню при приготуванні сумішей речовин повинні використовува­
тись СОП. Рекомендується призначати відповідального за зберігання, видачу речовин для вип­
робувань. У відповідному журналі реєстрації зазначається кому, коли і з якою метою видано ре­
човини та ставляться підписи відповідального заречовшш.тахдівробітника,який їх, отримав.. 

Приміщення, в яких проводяться випробування, повинні бути облаштовані таким чином, щоб 
забезпечити порядок одержання, зберігання та змішування досліджуваної та контрольної речо­
вин з тим або іншим носієм (розчинником). Це сприяє запобіганню взаємозабруднення та поми­
лок при ідентифікації. Місця зберігання досліджуваної та контрольної речовин повинні бути ві­
докремлені одне від одного, а також від лабораторних приміщень, де проводяться випробування. 

Клас за типом фармакологічної дії речовини відображається на етикетці, яка регламентуєть­
ся відповідною СОП. 

Дія небезпечних речовин може викликати гострі та хронічні отруєння, опіки, розлади ди­
хання. Для попередження ризику при роботі з такими речовинами необхідно дотримуватись 
існуючих правил техніки безпеки, наприклад: 

Ф речовини необхідно зберігати герметично закоркованими; 
0 при можливості замість небезпечних використовувати речовини-замінники; 
Ф відображати на етикетці попереджувальні символи (їдкі, подразнювальні, вогне-, вибухо­

небезпечні та ін.). 
З метою попередження випадків попадання в очі рідин при проведенні маніпуляцій з речо­

винами, на етикетках яких вказано вищеназвані символи небезпеки, необхідно одягати захис­
ні окуляри. 
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\ у 2.3. Тест-системи 

Можливість відтворення і повторення медико-біологічного експерименту, порівняльна ха­
рактеристика та інтерпретація одержаних результатів залежать від ступеня стандартизації 
тест-систем. 

Наступним кроком після визначення мети дослідження є обгрунтований вибір відповідної 
тест-системи, що визначається протоколом випробувань. Бажано мати історичну довідку що­
до тест-систем, які використовуються в кожному конкретному дослідженні. 

Фізико-хімічні тест-системи - це апаратура, яка використовується для одержання фізи-
ко-хімічних даних. Вона повинна знаходитись у належному місці, мати відповідну інструкцію 
з експлуатації і відповідати вимогам якості. Важливою вимогою щодо фізико-хімічних тест-
систем є регулярне їх калібрування. Дії щодо калібрування та вимірів мають узгоджуватись з 
міжнародними та національними стандартами або забезпечуватись адекватним способом від­
творення кореляції та уточнення результатів випробувань. Для гарантії достовірності даних 
фізико-хімічних тест-систем повинні використовуватись контрольні (референтні) речовини. 
Для всіх типів приладів повинен бути встановлений спеціальний розклад калібрування про­
тягом усього часу їх використання. рН-метри слід калібрувати щоденно. Надійність шкали 
довжини хвилі спектрофотометрів в ультрафіолетовій частині спектра треба перевіряти раз 
на тиждень, а повне калібрування слід проводити раз на місяць. Інфрачервоний спектрофото­
метр вимагає калібрування щокварталу, рефрактометри та сиектрофлюориметри повинні пе­
ревірятись раз на півроку. Аналітичні терези слід контролювати (перевіряти) не менше одно­
го разу у півріччя. До кожного приладу додається СОП з його експлуатації, перевірки та ка­
лібрування з розкладом відповідних дат. Бажано проводити регулярні перевірки фізико-хі­
мічних тест-систем фахівцями фірми-виробника. 

В ідеальному випадку оцінка безпечності речовин має проводитись з використанням біоло­
гічних тест-систем, зокрема тварин, у яких метаболізм та чутливість органів та систем, а от­
же, і токсичний ефект препарату подібні до людського. На жаль, підібрати таку модель майже 
неможливо. Реальнішим є проведення вивчення токсичності на різних видах тварин за умови 
відтворюваності моделі і більшості патологічних порушень, що виникають. Крім того, вибір 
тест-системи визначається доступністю, зручністю в догляді, економічністю, наявністю бази 
даних по тест-системі. Експерименти на тваринах дають можливість визначитись щодо до­
цільності проведення клінічних випробувань потенційних лікарських засобів. 

В установі, яка проводить дослідження нешкідливості, повинні бути створені умови, здатні 
забезпечити стандартизацію прийому, оцінку якості та утримання біологічних тест-систем. 
При цьому слід забезпечити контроль за факторами довкілля і створити оптимальні умови ут­
римання, що має сприяти зведенню до мінімуму потенційного впливу неконтрольованих фак­
торів (фізичних, хімічних, мікробіологічних) на результати досліджень. 

Установа, яка проводить випробування, повинна мати необхідну кількість кімнат для тва­
рин, а також приміщень, які б гарантували дотримання таких умов: 

0 розподіл за видами або тест-системами; 
0 територіальний розподіл окремих випробувань, які виконуються одночасно; 
0 забезпечення карантину тварин; 
0 звичайне або спеціальне утримання тварин. 
Дослідження, які виконуються на тест-системах з використанням біологічно небезпечних, 

летких, радіоактивних, аерозольних речовин і інфекційних агентів, повинні бути відокремлені. 
Необхідно забезпечити наявність приміщень для діагностики, лікування і контролю за ста­

ном лабораторних тварин. Вони повинні бути повністю ізольовані від кімнат, в яких утриму­
ються здорові тварини. 

В цілому, приміщення для утримування тварин повинні бути спроектовані і сконструйовані 
так, щоб звести до мінімуму несприятливий вилив на хід виконання досліджень та їх результати. 
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Наступною вимогою є необхідність ізоляції новоодержаних тварин із зовнішнього джерела 

з метою оцінки їх здоров'я відповідно до ветеринарної практики. При цьому встановлюються 
параметри моніторингу для кожного виду, частота реєстрації і тривалість періоду доекспери-
ментальної оцінки. Тварини повинні бути ізольовані на термін, необхідний для забезпечення 
гарантії клінічних проявів більшості загальних захворювань, характерних для відповідних ви­
дів тварин. Тривалість карантину залежить від виду тварини і повинна базуватись на відпо­
відній ветеринарно-медичній практиці, але має становити не менше одного тижня. Необхідно, 
щоб умови утримання під час карантину та доклінічні спостереження були, в основному, та­
кими ж, як при проведенні випробувань. 

Звичайно догляд за тваринами регламентується протоколом і СОП. Вони повинні включа­
ти візуальну оцінку зовнішнього стану, спостереження за поведінкою, токсичними проявами, 
споживанням води та їжі, щоденну реєстрацію загибелі, зважування, пальпацію, офтальмос­
копію та ін. Частота таких оглядів уточнюється протоколом. СОП повинні передбачати спо­
сіб і місце реєстрації спостережень, сприяти їх стандартизації з використанням загальноприй­
нятої термінології і методів. Спостереження повинні продовжуватися від часу появи тієї чи 
іншої зміни до її зникнення або обстежень після евтаназії. 

Загибель тварин - вирішальний показник токсикологічного експерименту. Ці дані необхід­
но належним чином збирати, накопичувати, зберігати і оцінювати. Повинні існувати СОП, що 
стосуються непередбаченого забою, з урахуванням процедури евтаназії та її обгрунтування, 
визначенням відповідальної особи і способу вилучення загиблої тварини. Непередбачене 
зменшення кількості тварин в досліді повинно бути задокументоване із залученням відповід­
них СОП, які охоплюють, як мінімум, ідентифікацію тварин, дату і час загибелі, причини і об­
грунтування забою (специфічні спостереження за станом тварини, що гине). Для кожної ек­
спериментальної тварини мас бути чітко визначено, чи вона забита (і це повинно бути задоку­
ментовано), чи загинула в ході експерименту. Порядок поводження з тваринами, що загинули 
або з тими, що гинуть, підготовка кімнат для їх посмертного обстеження, умови транспорту­
вання, розміщення та ідентифікації визначаються відповідними СОП. 

\ / 
23.1. Види тварин та стать 

Кількість досліджуваних доз та тварин визначається програмою протоколу, вимогами ста­
тистики, тривалістю експерименту. 

Виходячи із зручності у поводженні, економічних факторів та наявності достатньої бази да­
них, найчастіше використовуються миші, щури, кролі, морські свинки та собаки. Серед гризу­
нів перевага надається щурам. В табл. 1 наведені вік та маса тіла дорослих тварин, які найчас­
тіше використовуються в токсикологічних дослідженнях. 

Якщо фармакологічний засіб пропонується для використання в педіатричній або геріатрич­
ній практиці, доклінічні дослідження токсичних властивостей проводяться відповідно на ста­
тевонезрілих або старих тваринах. Тривалість життя деяких видів експериментальних тварин 
.наведено в табл. 2. 
^Враховуючи варіабільність біологічних тест-систем, завжди необхідно дотримуватись балан­
су між кількістю тварин, тео­
ретично необхідною для виз­
начення всіх щонайелабших 
ефектів, та кількістю, достат­
ньою для визначення суттє­
вих токсичних ефектів. \При 
випробуванні нових речовин 
з невідомими біологічними 
властивостями часто вини-

Таблиця 1 
Маса тіла дорослих тварин, які використовуються 

в токсикологічних дослідженнях 
Вид тварин Вік, міс Маса тіла, г 

Миші 2,0-2,5 18-22 
Білі щури 2,5-3,0 150-240 
Морські свинки 3,0-4,0 450-500 
Кролі 4 2000-3000 
Собаки 9 залежно від породи 
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Таблиця 2 
Тривалість життя та вікові періоди деяких видів експериментальних тварин [3] 

Вид тварин Початок статевої 
зрілості 

Закінчення репро­
дуктивного віку 

Середня тривалість 
життя, роки 

Миші 7 тижнів 8 місяців 2,5 
Щури 13 тижнів 1,5 року 3 
Морські свинки 12 тижнів 2-4 роки 6 
Кролі 6-9 місяців 3 роки 6 

1 Коти 10-15 місяців 5-8 років 12-16 
1 Собаки 10-14 місяців 6-14 років 12-14 

Таблиця З 
Температура та відносна вологість повітря в приміщеннях 

для утримання експериментальних тварин [4J 
Вид тварин Температура, °С Відносна вологість, % 

Щури 20-25 50-55 
Миші 22-25 50-70 
Морські свинки 16-20 50-60 
Кролі 16-20 40-50 
Хом'яки 21-24 45-65 
Собаки 18-21 45-55 
Коти * 20-22 45-60 

кають непередбачені прояви токсичної дії, щодздр.ебу.едда,йт^имш|ня адеквахыЩлфо^мащХ. 
щодо виявлени^^ектіддодаткових досліджень, а отже, збільшення кількості гвадйи,,» 

S' yjiQatigg&j^^ у яких коливання 
маси тіла не перевищують ± 5-7 %. Самки мають бути віргільні та невагітні. 

2.3.2. Умови утримання тварин 

Дослідження повинні проводитись в умовах контролю за факторами довкілля. Необхідно 
підтримувати температуру та відносну вологість повітря в межах даних табл. 3. Цикл чергу­
вання світла та темряви - протягом 12 год кожний. 

V Раціон та якість води ма­
ють бути стандартними, від­
повідати всім вимогам хар­
чування для даного виду тва­
рин і постійно контролюва­
тись. Необхідно враховувати 
вплив режиму харчування на 
метаболізм та тривалість 
життя, а також розвиток клі­
нічних проявів токсичності. 
Доступ до води - необмеже­
ний. 

Тварини повинні утримуватись групами за статтю або індивідуально в залежності від виду 
та розміру, а також з урахуванням вимог окремих досліджень. Гризуни можуть розміщуватись 
в клітках групами, зазвичай не більше трьох в клітці, забезпечуючи можливість огляду кожної 
тварини. Біологічні властивості досліджуваної речовини та її токсичні ефекти (наприклад, за­
гибель, зростання збудливості та ін.) є свідченням необхідності індивідуального розміщення. 
Великі тварини, наприклад, кролі та собаки, звичайно, утримуються індивідуально. 

2.4. Розчинники та носії 

При необхідності досліджувана речовина розчиняється або суспендується з використанням 
відповідного розчинника, переважно води, фізіологічного розчину або 0,5 % водного розчину 
метилцелюлози. Якщо розчинення або суспендування до гомогенної форми у водному середо­
вищі неможливе, використовується рослинна олія, водний розчин етанолу, нропіленгліколь 
та інші розчинники. Для приготування суспензій можуть використовуватись магнітні мішал­
ки, мікромлини та гомогенізатори. Іноді для одержання гомогенних суспензій використову­
ються такі поверхнево активні речовини, як Tween 80, Span 20, Span 60. Але у таких випадках 
необхідно усвідомлювати, що поверхнево активні речовини здатні потенціювати процеси аб­
сорбції досліджуваної речовини. У зв'язку з можливим впливом розчинника на токсичність 
необхідно включати групу тест-системи для контролю розчинника. Тварини цієї групи повин-
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ні отримувати об'єм роз винника, аналогічний тому, що вводиться дослідним тваринам з най­
вищою дозою досліджуваної речовини. 

2.5. Шлях введення 

При дослідженні фармакологічних речовин обов'язковим є шлях введення, який передбачаєть­
ся для клінічного використання, та такий, що забезпечує системну дію досліджуваної речовини 
(напр., внутрішньовенний)" У табл. 4 наведено рекомендовані об'єми рідини в залежності від 
шляху введення експериментальним тваринам різних видів потенційних лікарських засобів. 

Таблиця 4 
Об'єми рідин/розмір голки, рекомендовані для парентеральних введень [5] 

Вид 
тварин 

Шляхи парентерального введення Вид 
тварин внутрішньовенний 

(вена) 
внутрішньо-
очеревинний 

внутрішньом'язовий 
(м'яз) 

підшкірний 

Миші Латеральна хвостова, 
0,2 мл/<25 

2-3 мл/<21 Чотириглавий 
задній стегна, 

0,05 мл/<23 

Задня частина шиї, 
2-3 мл/<20 

Щури 
Латеральна хвостова, 

0,5 мл/<23 
5-Ю мл/<21 Чотириглавий 

задній стегна, 
0,3 мл/<21 

Задня частина шиї, 
спина, 

5-Ю мл/<20 
Морські 
свинки 

Вушна, підшкірна 
ноги, 0,5 мл/<23 

10-15 мл/<21 Чотириглавий 
задній стегна, 

0,3 мл/<21 

Задня частина шиї, 
спина, 

5-Ю мл/<20 

Кролі 
Крайова вушна вена, 

1-5 мл/<21 
50-100 мл/<20 Чотириглавий 

задній стегна, 
0,5-1,0 мл/<20 

Задня частина шиї, 
спина, 

30-50 мл/<20 

Коти 
Підшкірна ноги, 

2-5 мл/<21 
50-100 мл/<20 Чотириглавий 

задній стегна, 
1мл/<20 

Задня частина шиї, 
спина, 

50-100 мл/<20 

Собаки 
Підшкірна стегна, 

10-15 мл/<20 
(повільно) 

200-500 мл/<20 Чотириглавий 
задній стегна, 

2-5 мл/<20 

Задня частина шиї, 
спина, 100-200 мл/<20 

При дослідженні гострої токсичності готової лікарської форми, яка містить низьку концен­
трацію діючої речовини, часто виникає необхідність введення тваринам максимально припус­
тимих об'ємів розчинів (суспензій, емульсій) досліджуваної речовини (табл. 5.) 

Пероральне та внутрішньошлункове введення. Досліджувана речовина або її розчин 
(емульсія, суспензія) з використанням відповідного розчинника дозовано вводиться в страво­
хід за допомогою градуйованого зонда (для кожної групи використовується одна доза). Макси­
мальний об'єм рідини, який може бути введений одноразово, залежить від виду експеримен­
тальної тварини. У гризунів він не повинен перевищувати 10 мл/кг маси тіла за винятком во­
ди, яку можна вводити з розрахунку 20 мл/кг . Варіації з об'ємом досліджуваної речовини ма­
ють бути мінімальні. Забезпечення постійного об'єму при різних рівнях доз досягається регуля-

Таблиця 5 
Максимально допустимі об'єми (мл) рідин для різних шляхів введення тваринам [6, 7] 
Вид 

тварин 
Маса 
тіла, г 

Внутріш-
ньошкірно 

Під­
шкірно 

Внутріш-
ньом'язово 

Внутріш­
ньовенно 

Внутрішньо-
очеревинно 

Внутрішньо-
шлунково 

Внутрішньо-
назально 

Рек­
тально 

Миші 25-30 0,05 1,0 0.5 0,2-0,5 1,0 0,8 0,1 0,5 
Щури 200-240 0,02-0,04 10,0 5.0 2,0 5,0 4,0-5,0 0,4 1,0 
Морські 
свинки 250-300 15,0 5,0 5,0 5,0 4,0-5,0 0,2-0,4 4,0 
Кролі 2500-3000 - 30,0 15.0 20,0 20,0-30,0 150,0 1,0-4,0 5,0-10,0 
Коти 2000-3000 т- 10,0 5,0 5,0 5,0-15,0 _ 1,0-4,0 3,0-8,0 
Собаки (залежно 
від маси тіла) 

— 5,0-20,0 10,0-15,0 10,0-20,0 20,0 - 1,0-4,0 — 
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цією концентрації. Іноді при вивченні хронічної токсичності в експерименті на щурах та соба­
ках примусовий спосіб введення досліджуваних речовин в шлунок можна замінити введенням 
з раціоном або водою. За таких умов введення важливо дотриматись наступних умов: 

1. Суміш речовини з їжею повинна бути однорідною. Наявність крупинок може привести до 
відхилень результатів випробувань. 

2. їжа не повинна впливати на стабільність досліджуваної речовини протягом періоду вве­
дення. Необхідно проводити попередні випробування з метою оцінки стійкості препарату в 
середовищі їжі. 

3. Протягом випробувань через визначені умовами експерименту інтервали визначаються 
рівні досліджуваної речовини, яка екстрагується з лабораторного раціону з використанням 
відповідних аналітичних методів. Вибір адекватних аналітичних процедур є однією з 
основних вимог встановлення однорідності та стабільності речовини в суміші з їжею. 

4. Зменшення маси тіла, кількості та споживання їжі в дослідній групі тварин у порівнянні 
з контрольною є свідченням непридатності даного шляху введення досліджуваної речовини. 

Для розчинних та стабільних речовин для перорального введення тваринам можна викорис­
товувати питну воду. Вимоги щодо даного способу введення досліджуваних препаратів такі 
самі, як і для їжі. 

.Інтраназальне введення. При інтраназальному введенні використовується тонкий катетер, 
діаметр якого залежить від розмірів тварини. Для дрібних тварин можна використовувати 
мікропіпетки або ін'єкційні голки із сточеним кінцем. Оскільки ця процедура неприємна для 
тварини, рекомендується проводити її під легким наркозом. 

.Ректальне уведення. Перед введенням препаратів в пряму кишку собакам, кішкам, кролям, 
морським свинкам ставлять очисну клізму. Розчини вводять за допомогою катетера. Для рек­
тального введення препаратів дрібним тваринам використовують зонд або мікропіиетку, тва­
рина при цьому утримується вниз головою. Розчин, що вводиться, попередньо підігрівається. 

Внутрішньовенне введення- Незалежно від рекомендованого в клініці застосування фармако­
логічного засобу, хоча б на одному виді тварин доцільно провести дослідження гострої токсич­
ності при внутрішньовенному введенні. У разі використання лікарського засобу у вигляді мазі 
або гелю, який не проникає через шкіру та слизові оболонки, дослідження токсичності при внут­
рішньовенному введенні не проводяться. При вивченні інших засобів для зовнішнього застосу­
вання такі випробування є необхідними. Внутрішньовенні ін'єкції котам, морським свинкам та 
хом'якам вимагають відпреиаровки судин, тому проводяться під загальним наркозом. Порівнян­
ня параметрів токсичності при внутрішньовенному та інших шляхах введення, наприклад, наш­
кірному або пероральному, дає змогу встановити ступінь резорбції речовин через шкіру та трав­
ний шлях. У табл. 6 вказані вени для ін'єкцій деяким видам експериментальних тварин. 

Внутрішньовенний шлях введення на дрібних гризунах може бути замінений на внутріш-
ньоочеревинний. 

.Нашкірна аплікація. За 24 години до нанесення на шкіру досліджуваної речовини шерсть на 
боковій поверхні тіла експериментальної тварини видаляється стрижкою або голінням. Цю 
процедуру слід виконувати 
обережно, щоб не пошкодити 
шкіру, що може збільшити її 
проникність для досліджува­
ної речовини. Площа для ап­
лікації повинна складати не 
менше 10 % загальної повер­
хні тіла, яка розраховується 
виходячи з маси тіла тварини 
(табл. 7). Для нанесення дос­
ліджуваної речовини чможе 

J —з- ". .І»- ' ' • ...,7 1 » - — Л - . ~ .. _ - . — — , 
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Таблиця 6 
Вени, що найчастіше використовуються для внутрішньо­

венних введень досліджуваних речовин експериментальним 
тваринам 

Вид тварин Назва вени 
Миші Хвостова 
Щури Хвостова, підшкірна ноги 
Морські свинки Передня порожнинна, підшкірна ноги 
Кролі Яремна, крайова вушна, головна (краніальна), 

підшкірна ноги 
Коти Яремна, підшкірна ноги, вена стегна 
Собаки Яремна, головна (краніальна), вена стегна 



tttntfl-fJfc-
Розділ II 

та експериментальних тварин 
Вид Маса 

тіла, кг 
Поверхня 
тіла? см2 

Відношення 
поверхні до маси 

Коефіцієнт 
співвідношення 

Людина 70 18 000 257 1 
Кролі 1,5 1200 826 3,2 
Морські 
свинки 0,4 480 1200 4,7 
Щури 0,2 304 1520 5,9 
Миші 0,02 61 3 050 11,8 

використовуватись Інулітве— Таблиця 7 
ршатхтрТ Розчинник повинен Співвідношення між площею поверхні та масою тіла людини 
забезпечувати достатній кон- та експериментальних тварин ^ 
такт зі шкірою. Якщо дослід­
жувана речовина є рідиною, 
вона, як правило, використо­
вується без попереднього 
розчинення. 

Підшкірне та внутріш-
ньом'язове введення. Зазна-
чені шляхи введення є най­
менш травматичними для тварин і здійснюються відносно просто - шляхом введення визна­
чених в табл. З об'ємів. При необхідності дотримання стерильності шерсть в місці введення 
видаляється голінням і шкіра дезінфікується. У собак та котів підшкірні ін'єкції слід проводи­
ти в ділянці потилиці, у кролів та дрібних тварин - в зоні спини та боку, у морських свинок -
переважно збоку. Оскільки підшкірний шлях введення дає можливість використовувати до­
сить значні об'єми речовин, доцільно проводити ін'єкції в кількох місцях. 

Впутрішньошкірне введення. Для цього шляху аплікації звичайно використовується задня час­
тина спини тварини. На місці введення препарату видаляється шерсть. Цілісність покрову шкіри 
порушується ніляхом нанесення подряпин голкою або наждачним папером (поява крові не до­
пускається). На підготовану таким чином ділянку шкіри наноситься досліджувана речовина. 

Внутрішньоочеревинне введення. Критерії токсичності, отримані при використанні даного 
шляху введення, близькі до отриманих при внутрішньовенній ін'єкції. Таке введення слід 
проводити з великою обережністю, щоб не ушкодити кишечник. 

Інгаляційне введення. Інгаляційне введення досліджуваної речовини вимагає використання 
обладнання, здатного забезпечити динамічний потік повітря (12 - 15 змін на годину), 19 % 
вміст кисню та відповідний атмосферний тиск. При цьому загальний об'єм експерименталь­
них тварин повинен складати не більше 5 % від загального об'єму камери. При використанні 
динамічної інгаляційної системи для аналізу концентрації досліджуваної речовини необхідна 
наявність відповідної контролюючої системи. 

2.6. Реєстрація даних. Звіт 

Збереження первинних даних експериментальних досліджень є необхідною умовою відтво­
рення ходу випробувань при підготовці звіту. До первинних даних належать: 

• робочі записи; 
• зареєстровані дані; 
• примітки, зроблені за даними оригінальних спостережень; 
• листи з автоматичними записами; 
• дані вимірювальних приладів; 
• результати статистичного аналізу; 
• фотографії; 
• комп'ютерні записи; 
• магнітні стрічки з надиктованими результатами спостережень, а також їх копії з датою дуб­

лювання та підписом відповідального виконавця. Всі дані, отримані при проведенні випробувань, 
повинні записуватись у попередньо підготовлені зошити або бланки одразу після проведення 
кожного конкретного експерименту, підписуватись та датуватись безпосередньо виконавцем. 

Кінцевим результатом доклінічного дослідження речовини є звіт, в якому представлена ін­
формація щодо безпечності речовини (лікарського засобу). Грунтуючись на даних випробу­
вань, він відображає всі можливі сторони потенційної дії речовин. Звіт надається до відповід­
ної установи (наприклад, стосовно лікарських препаратів таким органом є Державний 
фармакологічний центр МОЗ України) для експертної оцінки. 
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Обов'язковими елементами звіту є: 
0 назва та адреса установи, яка виконує випробування; 
0 дати початку та завершення досліджень; 
0 мета та завдання випробувань; 
0 назва досліджуваної та контрольної речовин з наведенням хімічних формул та характерис­

тик (стабільність, чистота, склад та ін.); 
0 методи досліджень; 
0 статистичні методи; 
0 дані про тест-систему (вид, лінія, штам, кількість використаних тварин або інших одиниць 

тест-систсми, стать, вік, маса тіла, джерело постачання, методи розподілу по групах, процеду­
ра ідентифікації, фактори довкілля та умови утримання тварин); 
. 0 дози, шляхи, способи, періодичність та тривалість введення досліджуваної та контрольної 
речовин; 

0 особистий підпис заключного звіту керівником випробувань з указаниям його прізвища, 
імені та дати підпису; 

0 результати випробувань та їх обговорення, які, в залежності від об'єму досліджень, містять 
дані щодо: 

0 токсичності в залежності від дози та статі; 
0 термінів загибелі або забою на термінальній стадії; 
0 клінічних проявів токсичності; 
0 термінів виникнення токсичних проявів та їх тривалості; 
0 вживання їжі та маси тіла; 
0 результатів офтальмологічних досліджень; 
0 гематологічних показників; 
0 біохімічних параметрів сироватки крові та сечі; 
0 результатів морфологічного огляду; 
0 гістопатологічних спостережень. 
В кінці звіту приводять: 
0 висновки; 
0 список використаної літератури; 
0 реферат; 
0 місце зберігання проб, зразків, первинних даних та заключного звіту; 
0 висновок групи контролю якості випробувань. 

3. Гостра токсичність 

3.1. Принцип методу досліджень 

При визначенні токсикологічних характеристик речовин (лікарських засобів) визначення 
гострої токсичності, як правило, є першим етапом, метою якого є одержання інформації щодо 
небезпечності досліджуваної речовини для здоров'я в умовах короткотривалої дії. Ці дані мо­
жуть братись за основу для визначення класу токсичності і є першим кроком до встановлен­
ня режимів дозування при проведенні досліджень нідгострої, хронічної, специфічної токсич­
ності та інших випробувань, а також надавати первинну інформацію про токсичну дію речо­
вини або фармакологічного препарату. 

Визначення параметрів гострої токсичності дозволяє отримати необхідну інформацію для 
вирішення наступних завдань: 

• встановлення рівня токсичності досліджуваної фармакологічної речовини та отримання 
даних щодо його токсикодинаміки; 

• визначення співвідношення між дозою та негативними ефектами; 
• визначення видової та статевої чутливості лабораторних тварин щодо дії досліджуваної 

речовини; 
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• встановлення параметрів токсичності для визначення доз при проведенні підгострих та 
хронічних експериментів та дослідження спеціальних видів токсичності; 

• порівняльна оцінка токсичності досліджуваної речовини з найактивнішим з існуючих про­
тотипів або аналогом, які використовуються в практичній медицині. 

Вирішення цих завдань вимагає визначення основних параметрів токсичності речовин, а са­
ме: середньосмертельної дози та її стандартної помилки (DLgo ± m), максимально переносимо!' 
дози (DL0) , а також DL16 та DL84. 

Дослідження гострої токсичності потенційних лікарських засобів необхідно проводити при 
трьох шляхах введення, серед яких обов'язковим є рекомендований для клінічного викорис­
тання. Враховуючи можливість випадкових ситуацій, які спричиняють нещасні випадки, суї-
цидальні та кримінальні отруєння, доцільним є визначення гострої токсичності при иерораль-
ному шляху введення. 

3.2. Процедура дослідження 

Експериментальні тварини 
Гостра токсичність нових речовин вивчається на трьох видах експериментальних тварин: 

двох видах гризунів та одному негризунів. 
При дослідженні гострої токсичності необхідно, щоб кількість груп та тварин в кожній гру­

пі забезпечувала визначення вірогідності параметрів гострої токсичної дії та встановлення се­
редньої смертельної дози. Для кожної дози повинно бути не менше 6 тварин кожної статі. В 
окремих випадках допускається визначення гострої токсичності на тваринах однієї стагі з нас­
тупною перевіркою чутливості щодо досліджуваної речовини тварин протилежної статі (ви­
користовується одна доза); отримання достатніх даних про токсичність досліджуваної речо­
вини в залежності від статі в даному випадку свідчить про можливість обмеження досліджень 
з використанням тварин протилежної статі. 

Рівні доз 
Вибір доз може базуватись на результатах попередніх пошукових досліджень. Кількість ок­

ремих дозових рівнів і проміжки між ними повинні забезпечувати можливість віднесення дос­
ліджуваної речовини за токсичністю до конкретного класу і бути достатніми для побудови 
кривої «доза - ефект» та визначення DL50. Рекомендується використовувати 5 рівнів доз. За 
певних експериментальних умов будь-яка речовина, введена в досить великій кількості, здат­
на викликати токсичну дію. Тому лімітуючим показником при визначенні гострої токсичнос­
ті є максимальна доза четвертогоТкласу токсичності (малотоксичні речовини) з урахуванням 
шляху введення (табл. 8). НапрйкладГдля внутрішньошлункового введеігня ця доза складає 
5 г/кг маси тіла. Якщо при цьому не спостерігається загибелі, введення більшої дози, як пра­
вило, є недоцільним. У разі, якщо має місце загибель тварин внаслідок дії досліджуваної ре­
човини, необхідно проводити випробування у повному обсязі. 

Таблиця 8 
Класифікація речовин за токсичністю [20,21] 

Клас 
токсич­
ності 

Ступінь токсичності DLso, мг/кг маси тіла Клас 
токсич­
ності 

Ступінь токсичності 

внутрішньошлун-
кове введення 

нанесення на 
шкіру 

підшкірне 
введення 

внутрішньо-
очеревинне 
введення 

І Надзвичайно токсичні <1 <5 <0,3 <0,2 
II Високотоксичні 1-50 5-43 0,4-15 0,3-10 
III Помірно токсичні 50-500 44-340 16-150 11-100 
IV Малотоксичні 500-5 000 350-2 810 151-1 500 101-1 000 
V Практично нетоксичні 5 000-15 000 2 820-22 590 15 01-4 500 1 001-3 000 
VI Відносно нешкідливі > 15 000 > 22 600 >4 500 >3 000 
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Доза розраховується в мг або в мл досліджуваної речовини на 1 кг маси тіла експеримен­
тальних тварин. При необхідності, досліджувана речовина розчиняється або суспендується з 
використанням відповідного розчинника (носія), який вводиться контрольній групі тварин в 
адекватних об'ємах. v 

Підготовка та проведення експерименту 
Відібрані після карантину і попередньо індивідуально помічені тварини розподіляються на 

групи за методом випадкового вибору з використанням комп'ютерної програми або таблиці 
рандомних номерів. До введення досліджуваної речовини експериментальні тварини протягом 
не менше 5 днів мають пройти акліматизацію в умовах кімнати для проведення випробувань. 
Перед оральним введенням досліджуваної речовини тварини повинні голодувати: тури - про­
тягом ночі, миші - 3-4 год. Потому їх зважують і вводять досліджувану речовину. Якщо за 
один раз неможливо ввести всю кількість речовини, необхідна доза може бути введена дрібно 
протягом періоду, що не перевищує 24 год. Після перорального введення допуск до їжі нада­
ється не раніше, ніж через 3-4 год, що також необхідно враховувати за умов дрібного дозуван­
ня при забезпеченні тварин їжею та водою в проміжках між введеннями. 

Тривалість спостережень 
Тривалість спостережень за станом тварини після одноразового (або багаторазового протягом 

24 год) введення фармакологічної речовини складає не менше 14 днів. Але цей період не с жор­
стко фіксованим, оскільки визначається токсичними реакціями, швидкістю їх настання та три­
валістю періоду відновлення, і, отже, при необхідності може бути пролонгований. Терміни ви­
никнення та зникнення токсичних проявів, а також загибелі є важливими показниками, особ­
ливо за наявності відкладеної загибелі. 

Спостереження за клінічними проявами інтоксикації 
Дослідження гострої токсичності зводиться не лише до визначення DL50. Дуже важливою, 

особливо за відсутності загибелі тварин при вивченні малотоксичних речовин, є інформація, 
отримана на підставі реєстрації дозозалежного впливу на різні функції організму. Індивідуаль­
на маса тіла тварин повинна визначатись незадовго до введення досліджуваної речовини, через 
З, 7 діб після її введення та перед забоєм (загибеллю); зміни маси тіла необхідно реєструвати, 
якщо термін виживання перевищує один день після введення речовини. Систематична реєс­
трація показників стану кожної тварини повинна здійснюватись не рідше одного разу на день. 
Ці спостереження повинні включати реєстрацію інтегральних показників (загальний стан, змі­
ни положення тіла, стан шкіри, колір слизових оболонок, температура тіла) та окремих симпто­
мів (міоз, сльозоточивість, салівація, діарея, зміни кольору сечі та фекалій, сонливість, тремор, 
судоми та ін.). Інтерпретацію результатів клінічних спостережень подано в табл. 9 [8]. 

З метою мінімальної втрати тварин внаслідок канібалізму часто виникає необхідність огляду 
тварин частіше, ніж раз на день. Час загибелі тварин слід реєструвати якомога точніше. Тварин, 
знайдених мертвими, необхідно піддавати морфологічним дослідженням відразу або поміщати 
в холодильну камеру. Ослаблених або агонізуючих тварин слід ізолювати або забивати з вико­
ристанням методів евтаназії. 

Патоморфологічні дослідження 
Після забою (загибелі) тварин необхідно проводити їх розтин та здійснювати макроскопічні об­

стеження і опис внутрішніх органів, а також визначення відносної маси органів: серця, печінки, 
селезінки, нирок, надниркових залоз, простати, яечків, яєчників, головного мозку, гіпофізу. Всі 
виявлені патологічні зміни реєструються і підлягають подальшому гістологічному дослідженню. 

33. Обробка та оцінка одержаних результатів 

Необхідно пам'ятати, що летальність є лише однією з характеристик при визначенні гострої 
токсичності. Нахил кривої залежності відгуку від дози, терміни загибелі, фармако-токсиколо-
гічні ознаки, патоморфологічна картина є не менш, а іноді навіть більш важливими, щж DL-„, 
при вивченні небезпечності речовини. 
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Розділ II 
Таблиця 9 

Клінічні прояви та їх інтерпретація при дослідженні гострої токсичності [8] 

Клінічні 
спостереження 

Ознаки, що спостерігаються Органи, тканини та системи -
вірогідні мішені впливу 
досліджуваної речовини 

ІДихання: затруд­
нения носового ди­
хання, зміна часто­
ти, глибини дихання, 
зміна кольору шкіри 

A. Диспное: ускладнення дихання, особли­
во вдих повітря, як правило, частота ди­
хання сповільнена 
1. Черевне дихання: діафрагмальне, пере­
важає черевинний видих над вдихом 
2. Ядуха: глибока затримка вдиху, що су­
проводжується стенозним диханням 
Б. Апное: тимчасова зупинка дихання 

B. Ціаноз: синюшність хвоста, ротової 
порожнини та подушечок ніг 
Г. Тахіпное: прискорене та, в основному, 
поверхневе дихання 
Д. Виділення з ніздрів: червоні або 
безбарвні 

Порушення функцій дихального 
центру, параліч міжреберних м'язів, 
гальмування холінергічної системи 
Порушення функцій дихального 
центру, легеневий набряк 
Порушення функцій дихального 
центру, легенево-серцева недо­
статність 
Легенево-серцева недостатність, 
набряк легенів 
Стимуляція дихального центру, 
легенево-серцева недостатність 
Набряк легенів 

II. Рухова актив­
ність: зміни швид­
кості та природи 
рухів 

A. Зменшення або збільшення спонтанної 
рухової активності 
Б. Сонливість: тварини проявляють сонли­
вість, але можуть бути розбуджені, прояв­
ляючи нормальну активність 
B. Втрата контрлатерального рефлексу 

Г. Анестезія: втрата больового рефлексу та 
больової чутливості (тварина не реагує на 
пощипування хвоста та пальців) 
Д. Каталепсія: тварина залишається в позі, 
яку їй надали 
Е. Атаксія: неспроможність контролюва­
ти та координувати рухи під час ходи за 
відсутності м'язової еластичності та паре­
зів 
Є. Нетипові способи пересування: хода на 
пальцях, судомість, підскакування та ін. 
Ж. Прострація: нерухомість та положення 
на животі 
3. Тремор: дрижання тіла або окремих 
його частин 
І. Фасцикуляція: рухливість м'язів спини, 
плечей, задніх кінцівок та пальців ніг 

Соматомоторні, ЦНС 

Центр сну ЦНС 

ЦНС, сенсорна та нервово-м'язова 
система 
ЦНС, сенсорна система 

ЦНС, сенсорна, нервово-м'язова, 
вегетативна системи 
ЦНС, сенсорна система 

ЦНС, сенсорна, нервово-м'язова 
системи 
ЦНС, сенсорна, нервово-м'язова 
системи 
ЦНС, нервово-м'язова система 

Нервово-м'язова, вегетативна 
системи, ЦНС 

III. Судоми: спосте­
рігаються спонтан­
ні скорочення м'я­
зів 

A. Клонічні судоми: конвульсивні скоро­
чення чергуються з розслабленням м'язів 
Б. Тонічні судоми: постійні скорочення 
м'язів, які супроводжуються стійким витя­
гуванням задніх кінцівок 
B. Тоніко-клонічні судоми: можуть прояв­
лятись послідовно обидва типи судом 
Г. Асфіксичні судоми: як правило, клоніч-
ного типу, але супроводжуються ядухою 
та ціанозом 
Д. Опістотонус: тетанічні спазми, при яких 
спина прогинається, і голова приймає 
дорсальне положення 

ЦНС, недостатність дихання, нер­
вово-м'язова, вегетативна системи 
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Продовження таблиці 9 

Клінічні 
спостереження 

Ознаки, що спостерігаються Органи, тканини та системи -
вірогідні мішені впливу 
досліджуваної речовини 

IV. Офтальмологічні 
симптоми 

A. Лакримація: надмірна сльозоточивість 
Б. Міоз: звуження зіниці незалежно від 
наявності або відсутності світла 
B. Мідріаз: розширення зіниці незалежно 
від наявності або відсутності світла 
Г. Екзофтальм: зміщення очного яблука 
вперед 
Д. Птоз: незворотне опущення верхніх 
повік 
Е. Хромодакріорея (червона лакримація) 

Є. Релаксація мигальних перетинок 
Ж. Затемнення рогівки, запалення 
райдужної оболонки, кон'юнктивіти 

Вегетативна система 
Вегетативна система 

Вегетативна система 

Вегетативна система 

Вегетативна система 

Вегетативна система (геморагії, 
інфекція) 
Вегетативна система 
Очі (запалення) 

V. Серцево-судинні 
симптоми 

A. Брадикардія: зменшення частоти 
серцевих скорочень 
Б. Тахікардія: збільшення частоти 
серцевих скорочень 
B. Вазодилатація: розширення судин, по­
червоніння шкіри, хвоста, язика, вух, поду­
шечок ніг та підвищення температури тіла 
Г. Вазоконстрикція: звуження судин, поблід-
нення шкіри, зниження температури тіла 
Д. Аритмія: порушення серцевого ритму 

Вегетативна система, легенево-
серцева недостатність 
Вегетативна система, легенево-
серцева недостатність 
Вегетативна система, ЦНС, 
збільшення серцевого викиду 

Вегетативна система, ЦНС, 
зменшення серцевого викиду 
ЦНС, вегетативна система, легене­
во-серцева недостатність, інфаркт 
міокарда 

VI. Салівація А. Надмірне виділення слини: зволоження 
шерсті навколо рота 

Вегетативна система 

VII. Пілоерекція А. Скорочення м'язів волосяних фолікулів 
з підняттям шерсті 

Вегетативна система 

VIII. Аналгезія А. Збільшення порога чутливості на 
індукований біль 

Сенсорна та ЦНС 

IX. Тонус м'язів А. Гіпотонус: генералізоване зменшення 
м'язового тонусу 
Б. Гіпертонус: генералізоване збільшення 
м'язового тонусу 

Вегетативна система 

Вегетативна система 

X. Показники стану 
шлунково-
кишкового 
тракту 
(екскременти) 

А. Кал: твердий та сухий 

Б. Кал водянистий, зневоднення 

Вегетативна система, порушення 
перистальтики (запор) 

Вегетативна система, порушення 
перистальтики (діарея) 

XI. Блювання А. Блювання та потяги до блювання ЦНС, сенсорна, вегетативна 
системи (у щурів блювання 
відсутнє) 

XII. Діурез А. Сеча червона 
Б. Спонтанне сечовиділення 

Порушення функції нирок 
Вегетативна, сенсорна системи, 
ЦНС 

ХНІ. Стан шкіри А. Набряк 

Б. Еритема 

Запалення, ниркова недостатність, 
тривала іммобілізація 
Запалення, подразнення, сенси­
білізація 
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Розділ II 
Результати випробувань можуть бути узагальнені у вигляді таблиць для кожної дослідної групи тварин 

із зазначенням дати та шляху введення досліджуваної речовини, термінів загабелі кожної тварини при 
різних рівнях доз, кількості тварин, у яких спостерігались ознаки токсичної дії, опис токсичних ефектів та 
висновки за результатами патоморфологічних досліджень. 

Тварини, забиті з гуманних причин (біль, стрес та ін.), що виникли в результаті дії дослід­
жуваної речовини, реєструються як такі, що загинули внаслідок токсичної дії досліджуваної 
речовини. Слід також окремо фіксувати випадкову загибель тварин, яка не пов'язана з дією 
досліджуваної речовини, а є, наприклад, результатом маніпуляційних помилок. 

Методи визначення гострої токсичності можна розподілити на дві категорії. До першої нале­
жать експрес-методи, що використовуються з метою попередньої оцінки токсичності на стадії 
скринінгу, яка передує детальному вивченню нових лікарських засобів (субстанцій), при прове­
денні випробувань експертного характеру (напр., порівняльні випробування генеричних препа­
ратів), а також в дослідах з використанням великих (свині, собаки) або дорогих (мавпи) тварин 
19-161. Вони дають змогу визначити DL,0 з використанням обмеженої кількості тварин, але став­
лять високі вимоги до стандартизації тест-системи, оскільки індивідуальний стан та чутливість 
окремих тварин до досліджуваної речовини можуть суттєво впливати на результати досліду. 

Найбільш універсальним та таким, що дозволяє отримувати порівняно повну інформацію, 
незважаючи на ряд недоліків (напр. необхідність великої кількості тварин), є метод пробіт-
аналізу з використанням математичних розрахунків [17, 18] або графічного способу згідно з 
Litchfield та Wilcoxon [19]. Останній є графічно ілюстративним і дає можливість значно шир­
шої інтерпретації одержаних результатів. 

Оцінка отриманих результатів 
Дослідження гострої токсичності та встановлення DL50 дозволяє отримати відомості щодо: 
• класу токсичності фармакологічної речовини (табл. 8); 
• загальної інформації щодо токсикодинаміки та токсикокінетики; 
• порівняльної характеристики параметрів токсичності фармакологічної речовини та прото­

типу (або аналога) шляхом співставлення їх DL50, зон токсичної дії, кривих залежності ле­
тальності від дози; 

• відносної токсичності речовини в залежності від шляху надходження до організму, видо­
вої та статевої чутливості; 

• дозозалежних ефектів; 
• характеру функціональних порушень та морфологічних змін; 
• можливого механізму дії; 
• умов подальшого визначення підгострої, хронічної токсичності (вид тварин, дози, терміни, 

шляхи введення, спосіб введення) та напрямки поглибленого вивчення. 
При прогнозуванні токсичної дії досліджуваної речовини значно важливішим та показові-

шим порівняно з показником DL50 є нахил кривої «логарифм дози - ефект». Іноді нахил кри­
вої може давати ключ до розгадки механізму токсичної дії, вказуючи на швидкість початку 
токсичної дії або швидкість адсорбції. Плоска крива свідчить про наявність значного запасу 
безпечності. Часто крива дає змогу робити екстраполяцію відгуку на низькі дози (напр., DL10, 
DL,). Це особливо важливо при порівнянні речовин, які мають однакові величини DL50, але 
різні нахили кривої, що є свідченням абсолютно різних токсикологічних характеристик. Па­
ралельність дозозалежних кривих може вказувати на подібність механізму токсичної дії, кіне­
тичної моделі та прогнозу. Для потенційних лікарських засобів дуже важливою є кількісна ха­
рактеристика взаємовідношення між виявленим токсичним ефектом та специфічною терапев­
тичною дією і іншими фармакологічними параметрами. Найпоширенішим є визначення так 
званого «терапевтичного індексу», який розраховується за співвідношенням DL50/DE50. Ін­
декс Brock та Schneider розраховується як відношення DL5/DE95 [22]. 

Терапевтичні індекси можуть визначатись не лише за летальною дозою, а й за іншими ток­
сичними та фармакологічними ефектами, наприклад, гепатотоксичністю, нейротоксичністю 
та терапевтичною або профілактичною дією, а також фармакокінетичними параметрами (від-
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ношення концентрації препарату в плазмі, яка викликає побічні ефекти, до концентрації, що 
проявляє терапевтичну дію). Якщо співвідношення терапевтичного індексу досліджуваного 
та стандартного препаратів (відносний індекс) за умов досліджень з використанням різних 
моделей близькі, то даний засіб може використовуватись в клінічній практиці. 

Крім показників, вказаних вище, при проведенні скринінгу біологічно активних речовин та 
їх доклінічному токсикологічному дослідженні розраховується «коефіцієнт небезпечності», 
який вказус на ризик або можливість токсичної дії дози, що проявляє терапевтичний ефект у 
90 - 95 % експериментальних тварин [23]. 

Перераховані вище параметри гострої токсичності надають необхідну інформацію щодо без­
печності потенційного лікарського засобу та дозволяють прогнозувати ризик виникнення не­
гативних ефектів на стадії клінічних випробувань. 

4. Токсичність при повторних введеннях 
(Підгостра, субхронічна та хронічна токсичність) 

4.1. Загальні положення 

Незважаючи на те, що за даними гострої токсичності досліджувана речовина може не прояви­
ти ознак токсичності, пролонговане її введення, навіть в низьких дозах, часто здатне привести до 
розвитку інтоксикації внаслідок накопичення в організмі, метаболічних змін, порушення гоме­
остазу. Дослідження можливої небезпеки для здоров'я повторних введень речовини, що вивча­
ється, проводиться на підставі первинної інформації, отриманої в гострому експерименті. 

Дослідження підгострої токсичності передбачає одержання даних щодо токсичної дії речо­
вини внаслідок введення її до тест-системи протягом обмеженого часу. 

Метою субхронічиих досліджень є визначення шкідливої дії повторних введень протягом 
певної частини тривалості життя експериментальних тварин. Належне планування субхро-
нічного дослідження дає змогу одержувати цінну інформацію щодо кумулятивних властивос­
тей речовини, виливу на органи та системи, а також переносимість даної речовини при неви­
соких (порівняно з гострою токсичністю) дозах за умов її введення протягом періоду, який не 
перевищує 10 % тривалості життя відповідного виду експериментальної тварини. Завдяки мо­
ніторингу різноманітних параметрів, включаючи гістопатологічний аналіз, ці дослідження 
дозволяють виявити різноманітні прояви шкідливої дії, а також визначити дози для вивчення 
хронічної токсичності, канцерогенності та виливу на репродуктивну функцію організму. Вва­
жається, що дані субхронічної токсичності можуть бути достатніми для передбачення небез­
печності тривалого введення окремих речовин в низьких дозах. 

Необхідність вивчення хронічної токсичності визначається двома обставинами: по-перше, 
дослідження токсичних ефектів внаслідок проведення тривалих випробувань, а, по-друге, ви­
явлення рівнів доз, при яких не спостерігається токсична дія за даних умов експерименту. На 
відміну від досліджень канцерогенності, які призначені для встановлення потенційних мож­
ливостей пухлиноутворення, вивчення хронічної токсичності використовує підходи до визна­
чення природи шкідливої дії та включає визначення межі безпечності дози, запропонованої 
для медичного використання. 

Результати вивчення хронічної токсичності на тваринах мають попередньо виявити прояви 
та симптоми шкідливої дії для людини, тому такі дослідження є обов'язковими для лікар­
ських засобів: 

-0 оригінальних, тобто створених з використанням нових активних субстанцій або новою якісною 
(кількісною) комбінацією відомих активних субстанцій; 

0 відтворених за ліцензійною технологією; 
0 з новими допоміжними речовинами; 
0 з відтвореними допоміжними речовинами; 
0 гомеопатичних. 
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Розділ II 

4.2. Процедура дослідження 

Експериментальні тварини 
Токсичність нових речовин при повторних введеннях вивчається на двох видах експеримен­

тальних тварин: гризунах та негризунах обох статей. Найчастіше використовуються білі щури 
та собаки. Однак вибір може визначатись інформацією про найбільшу видову чутливість до 
досліджуваної фармакологічної речовини. Шлях введення повинен відповідати тому, який бу­
де використовуватисть при клінічному вивченні або бути максимально наближеним до нього. 

Для проведення субхронічних та хронічних випробувань токсичності краще використовува­
ти молодих тварин. 

При субхронічних та хронічних випробуваннях необхідна така кількість тварин, яка б від­
повідала завданню визначення токсичної дії, враховуючи дослідження механізмів токсич­
ності та визначення неефективних рівнів. При розрахунках кількості тварин в групі слід вра­
ховувати можливість загибелі їх в ході експерименту та необхідність проведення проміжних 
забоїв відповідно до протоколу випробувань. На період завершення експерименту мас зали­
шитись достатня кількість тварин для проведення повної біологічної оцінки. Крім того, для 
вивчення оборотності токсичного ефекту після закінчення повторних введень кожна з дос­
ліджуваних груп має включати додаткову кількість тварин, які підлягають забою та дослід­
женню за повною програмою після відновлювального періоду ( 2 - 4 тижні). Ряд показників 
(гематологічні та біохімічні сироватки крові) мають бути визначені до початку введення дос­
ліджуваної речовини. Стосовно гризунів для кожного рівня доз повинно бути не менше 10 -
20 тварин кожної статі. При дослідженні токсичності на вищих у порівнянні з гризунами ви­
дах число тварин на кожну дозу повинно бути не менше 6 - 8 кожної статі. 

Тривалість випробувань 
Тривалість повторного введення потенційного фармакологічного засобу при проведенні 

токсикологічних досліджень може варіювати залежно від тривалості його використання в клі­
нічній практиці [24]. 

Тривалість використання Тривалість повторних введень при 
в клініці вивченні токсичності 

Одноразове введення або кілька доз 
протягом однієї доби 14 діб 
Повторні введення до 7 діб 28 діб 
Повторні введення до ЗО діб 3 місяці 
Повторні введення понад ЗО діб 6 місяців 

Досліджувана речовина (фармакологічний засіб) вводиться щоденно. 
Дослідження підгострої токсичності передбачає введення досліджуваної речовини протягом 

14 або 28 днів, тривалість субхронічного експерименту, як правило, не перевищує 10 % серед­
ньої тривалості життя тварин і, наприклад, для гризунів складає 90 діб. 

Класичні хронічні випробування на щурах та мишах передбачають щоденні введення дос­
ліджуваної речовини протягом 6 місяців. Для негризунів цей термін складає 1 рік. 

Рівні доз 
При повторних введеннях досліджувана речовина вивчається у трьох дозах (за винятком наш­

кірного шляху введення, при якому з огляду на труднощі досягнення токсичного ефекту можна 
обмежитись двома дозами): умовно терапевтичної (мінімальна), максимальної для виявлення 
передбачуваної токсичності (часто ця доза не менше, ніж в 10 разів, перевищує терапевтичну, 
якщо дозволяє широта терапевтично* ди) та проміжної між мінімальною та максимальною. 

Визначення рівнів доз для нових речовин (субстанцій) представляє одну з найскладніших 
проблем і грунтується на даних гострої, підгострої токсичності та результатах фармакологіч­
них досліджень. В деяких випадках вибір доз може визначатись фіксованими частинами DL50. 
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Одним із шляхів визначення доз для проведення хронічного експерименту можуть бути пошу­
кові досліди протягом 90 днів (субхронічна токсичність) з використанням одного або кількох 
показників системного відіуку на введення досліджуваної речовини. Вибір такого показника 
(або показників) має грунтуватись на загальнотоксикологічних параметрах: вживання їжі та 
води, маса тіла, внутрішніх органів, фізична витривалість, стан біоенергетичних процесів, пере­
кисне окислення ліпідів, а також даних метаболізму та фармакокінетики. Вибір показника виз­
начається за експериментальними та літературними даними щодо механізму дії речовини, яка 
випробовується, а також результатами вивчення гострої та підгострої токсичності. Найбільша 
доза, яка, не призводячи до загибелі тварин, викликає статистично вірогідні зміни визначено­
го параметра порівняно з контролем, вважається максимально переносимою і визначається як 
максимальна (часто таким критерієм є зниження маси тіла на 10 %). Доза речовини, яка не вик­
ликає будь-яких проявів токсичної дії, вважається мінімальною. Середня доза має викликати 
незначні прояви токсичності. Іноді при вивченні хронічної токсичності 1/4 та 1/16 частини від 
максимальної дози використовуються відповідно як середня та мінімальна. 

Для малотоксичних речовин, середньосмертельні дози яких встановити неможливо, найви­
ща доза для хронічного експерименту обирається з урахуванням фармакологічних особли­
востей речовини та технічних можливостей введення максимально допустимих кількостей 
(див. табл. 5). 

Кглм_дослідних груп для кождод статі, формуєтьсд^контдольна група тиариї^ яким вводить-
ся розчинник^носій).! 

Спостереження 
Токсична дія досліджуваної речовини базується на визначенні дозозалежного ефекту шля­

хом реєстрації специфічних та неспецифічних симптомів інтоксикації, клінічної картини її 
розвитку, перебігу та наслідків. Детальні спостереження за фізичним станом, щоденні огля­
ди, офтальмологічні дослідження, реєстрація споживання їжі та води, маси тіла кожної тва­
рини проводяться щоденно. Вони повинні включати реєстрацію змін шкіри, очей, шерсті, 
слизових оболонок, температури тіла, частоти дихання, а також поведінки тварин (тйбл, 8). 
Особливу увагу слід приділити пальпації для виявлення пухлиноутворення. Всі ознаки ток­
сичності повинні бути зареєстровані. Забиті та померлі тварини підлягають патоанатоміч-
ним та патоморфологічним дослідженням. 

Заплановані забої передбачають зважування органів, гематологічні, біохімічні та патомор-
фологічні дослідження. 

Патоморфол'огічні дослідження 
Одним з найважливіших аспектів в токсикологічних дослідженнях є посмертні макроско­

пічні дослідження. Вони передбачають огляд зовнішнього стану, наприклад, охайність шерсті, 
її колір та стан, локалізацію та розміри уражень, стан м'язів. Розтин експериментальних тва­
рин повинен виконуватись досвідченим патоморфологом. Для виявлення ушкоджень та від­
хилень від норми необхідно проводити огляд всіх органів. По можливості, ураження мають 
бути сфотографовані (особливо невеликі новоутворення) та виміряні. Для максимального за­
побігання аутолізу тканини якомога швидше слід внести в 10 % розчин формаліну для фікса­
ції (для деяких тканин необхідна спеціальна фіксація). 

Маса органів 
Зважування органів піддослідних тварин є одним з елементів токсикологічного досліджен­

ня, яке спрямоване на виявлення органа-мішені. У хронічних дослідженнях зважуванню під­
лягають: печінка, серце, нирки, селезінка, гонади, мозок, надниркові та щитовидна залози, ти­
мус (з мінімальним інтервалом після забою). 

Печінка, селезінка, нирки, яєчка, як правило, вилучаються без ускладнень. Вилучення сер­
ця може супроводжуватись захопленням частини судин, до того ж воно може містити кров, що 
додасть ваги органу. Тому необхідно пересвідчитись у відсутності в передсердях, шлуночках, 
на клапанах та ендокарді залишків крові. 
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Розділ И 
В той час, як більшість органів є дискретними, мозок продовжується в хребетний стовбур. 

Тому, з метою зменшення розбіжностей маси, процедура вилучення цього органа має бути 
стандартизована. Зокрема, перед вилученням черепної коробки спинний мозок повинен бути 
відділений від головного на з'єднанні з атлантом. Таким способом мозок відсікається щоразу 
в одному місці. 

Надниркові залози гризунів за кольором подібні до прилеглого жиру. Вилучення та зважу­
вання цього органа тварин різних груп має виконувати одна особа з метою попередження роз­
біжностей, обумовлених відмінностями в процедурі. 

Щитоподібна залоза гризунів - маленький орган, який за кольором схожий на оточуючі йо­
го м'язи. Подібно до надниркових залоз, вилучення щитовидної залози вимагає обережності 
та досвіду. 

Після визначення маси органів необхідно розраховувати їх масові коефіцієнти. 
Всі органи та тканини підлягають гістологічному дослідженню. У токсикології, звичайно, ви­

користовується фарбування гематоксиліном та еозином. Дані гістологічного вивчення спів-
ставляються з біохімічними та гематологічними показниками. 

Біохімічні дослідження сироватки крові 
Біохімічні дослідження включають аналіз показників функціонування окремих органів 

(табл. 10), що дуже важливо для визначення органа-мішені токсичної дії. При цьому викорис­
товується плазма та сироватка крові. При взятті проб крові лаборант повинен відрізняти ар­
теріальну кров (яскраво-червону) від венозної (темно-червоної). Змішування артеріальної та 
венозної проб крові призводить до додаткових помилок. Взяття крові проводиться після голо­
дування, термін якого для більшості видів тварин становить 12 -14 годин. Миші, які мають 
значно більшу швидкість метаболізму, повинні голодувати протягом 3 - 4 годин. 

Судини для взяття крові у тварин наведено у табл. 11. 
При взятті крові слід запобігати травмуванню тварин та стресу, які можуть негативно впли­

нути на досліджувані показники. Це обумовлює необхідність використання в окремих випад­
ках анестезії (табл. 11). При виборі анестетиків слід враховувати, що деякі з них є індуктора­
ми мікросомальних ферментів, і це, в свою чергу, може впливати на досліджувані показники. 
Поширеним анестезуючим аген­
том для гризунів є 70 % двоокис 
вуглецю, використання якого 
створює мінімум проблем. Три­
валість його дії для щурів та ми­
шей становить 15 - 45 с в залеж­
ності від маси тіла тварини, при 
цьому необхідно слідкувати за 
кольором слизових оболонок та 
вух, які в разі глибокої гіпоксії 
змінюються з яскравофіолето-
вого до темнофіолетового коль­
ору. 

Окремі біохімічні та гематоло­
гічні дослідження крові вимага­
ють використання антикоагу­
лянтів. 

Аналіз сечі 
Аналіз сечі, так само, як крові 

та лімфи, проводиться для виз­
начення впливу досліджуваної 
речовини на органи тварин. Зіб-

Таблиця 10 
Деякі біохімічні показники сироватки крові, які 

характеризують функціональний стан органів [8] 
Серце Креатинкіназа та ізоферменти 

Лактатдегідрогеназа та ізоферменти 
Печінка Аланінамінотрансфераза 

Альбумін 
Лужна фосфатаза 
Аспартатамінотрансфераза 
Білірубін 
Гама-глутамілтрансфераза 
Лактатдегідрогеназа та ізоферменти 
Сорбітолдегідрогеназа 
Загальний білок 

Нирки Хлориди 
Креатинін (сечі та сироватки) 
Глюкоза 
Калій 
Білок (сечі та сироватки) 
Натрій 
Азот сечовини 

Підшлункова залоза Амілаза 
Глюкоза 
Ліпаза 
Кальцій 
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Таблиця 11 

Судини та інструментарій для забору крові у тварин 
Вид тварин Судини Інструментарій Необхідність анестезії 

Собаки Вена голови (лобна) 
Яремна вена (шия) 
Підшкірна вена задньої 
ноги 

Голка 18-20 розмір, 2,5 см Ні 

Кролі Серце 
Вена або артерія вуха 
Яремна вена 

Голка 18-20 розмір, 5 см 
Голка 23-25 розмір, 1,8 см 
Голка 20-22 розмір, 2,5 см 

Так 
Ні 
Ні 

Щури, миші та 
інші гризуни 

Орбітальний синус 
Яремна вена 
Артерія стегна 
Хвостова вена 
Нижня пола вена 
Пункція серця 

Капіляр 
Голка 20-23 розмір, 1,8-2,5 см 
Голка 20-23 розмір, 1,8-2,5 см 
Надріз або голка 23 розмір, 1,8 см 
Голка 20-22 розмір, 2,5 см 
Голка 20-22 розмір, 2,5 см 

За необхідністю 
Так 
Так 

За необхідністю 
Так 
Так 

рана з використанням метаболічних кліток сеча аналізується за показниками кольору, мут-
ності, рН, питомої ваги, мікроскопії осаду. 

Крім того проводяться біохімічні дослідження сечі за такими показниками: наявність та 
кількість білка, цукру, кетонових тіл, білірубіну, уробіліногену, іонів натрію та калію. 

Гематологічні дослідження 
Гематологічні аналізи повинні включати гематокрит, концентрацію гемоглобіну, кількість 

еритроцитів та лейкоцитів (загальна та диференційна), морфологію та резистентність еритро­
цитів, визначення показників згортання крові. Слід звертати увагу на зміни формули, 
виникнення незрілих форм або патологічних елементів. Зміни відносної кількості з боку од­
ного або більше елементів білої крові може вказувати на значні порушення. Наприклад: 

1. Нейтрофіли. Зростання кількості супроводжує гостру інфекцію, некроз тканин, гемоліз, 
судоми. 

2. Лімфоцити. Відносна кількість зростає при гострих та хронічних інфекціях, гепатитах та 
недостатньому харчуванні. 

3. Базофіли. Понижені при гіпертиреоїдизмі. 
4. Еозинофіли. Зростають при алергії, запаленнях, злоякісній анемії та деяких отруєннях, 

наприклад, фосфорорганічними речовинами. 
5. Моноцити. Кількість зростає при протозойних інфекціях та деяких видах отруєнь, зокре­

ма, тетрахлоретаном. 
Інші показники 
Досліджуються також показники, які характеризують функціональний стан життєво важли­

вих органів та систем, зокрема параметри електрокардіографії, частота дихання, в ряді випад­
ків - тиск крові, енцефалографія, стан нервової системи, функціональні проби печінки та нирок. 

На підставі результатів дослідження токсичності при багаторазовому введенні досліджува­
ної речовини визначається картина інтоксикації, а в разі наявності випадків загибелі тварин 
визначаються параметри хронічної токсичності, включаючи DL50. 

43. Статистична обробка та екстраполяція одержаних даних 

Всі кількісні та якісні показники, зареєстровані в результаті досліджень токсичності речовини 
при багаторазових введеннях, підлягають статистичній обробці з використанням загальноприй­
нятих методів [24, 25J. Розрахунок дозозалежних ефектів та токсодоз, показників DE50, DL50 та 
інших проводиться методом J.T. Litchfild та F. Wilcoxon [19J. Якщо відповідні статистичні показ­
ники виявляють вплив речовини на досліджувані параметри, ефект може бути незначущим [26], 
оскільки результати можуть вкладатись в межі варіабельності даного параметра [27—29], що істо­
рично спостерігається. Це необхідно враховувати при інтерпретації одержаних результатів [ЗО]. 
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Розділ II 

Міжвидова екстраполяція даних та перенесення їх на людину є досить відповідальним мо­
ментом [31, 32]. Разом з тим відомо [33], що біологічна активність більшості лікарських засо­
бів відносно відповідного класу ссавців може визначатись певною константою. Константа біо­
логічної активності (Ка) розраховується за формулою: 

к ^ _ R  
*• DL (або DE) 
де: R - коефіцієнт видової стійкості; DL - величина летальних доз; 
DE - ефективна доза речовини. 
Коефіцієнт видової стійкості для різних видів ссавців розраховується за формулою: 

R кс 
де : Q - основний обмін в ккал/кг • год; 
Y - ударний об'єм крові в л/кг • год; 
Кс - коефіцієнт церебрації, який дорівнює відношенню маси мозку (в грамах) до маси тіла 

(в кілограмах). 
Показники для визначення коефіцієнта видової стійкості наведено у табл. 12. 

Таблиця 12 
Показники для визначення коефіцієнта видової стійкості 

Вид Основний обмін 
(Q), ккал/кг год 

Ударний об'єм 
крові, (Y) л/кг • год 

Маса 
мозку, г 

Маса 
тіла, кг 

Коефіцієнт 
церебрації (Кс) 

Коефіцієнт видової 
стійкості (R) 

Людина 1,07 3,77 1400 70 20,0 0,45 
Собаки 1,46 8,70 150 15,0 10,0 1,13 
Щури 3,46 10,71 2,6 0,250 10,4 1,89 
Миші 7,13 12,0 0,27 0,022 12,3 2,64 
Кролі 1,88 10,56 16 2,5 6,4 1,76 

4.4. Розробка заходів щодо експериментальної терапії інтоксикації, 
викликаної передозуванням фармакологічної речовини 

Підґрунтям для проведення експериментальних досліджень є дані про токсичну дію фарма­
кологічної речовини при її передозуванні, тобто у випадку надходження до організму доз, які 
перевищують спропюзовану добову або курсову дозу. Розробка включає: 

• отримання даних про гостре отруєння досліджуваною фармакологічною речовиною, виз­
начення характеру токсичної дії та основних ланок механізму розвитку інтоксикації, впливу 
на основні функціональні системи організму; 

• проведення експериментального лікування інтоксикації з використанням антидотів, засо­
бів патогенетичної та симптоматичної терапії; 

• визначення основних лікувальних заходів, переліку фармакологічних засобів та маніпуля­
цій з метою терапії інтоксикації досліджуваним фармакологічним засобом у разі його передо­
зування. 

Для малотоксичних та практично нетоксичних речовин надається довідка про неможливість 
розвитку інтоксикації. 

4.5. Звіт 

Основні елементи звіту наведено у розділі 2.6. У звіті повинні бути представлені параметри 
хронічної токсичності, коефіцієнт кумуляції, визначені зони токсичної дії та дози, які не вик­
ликають шкідливих ефектів. Відносну кількісну оцінку можливого хронічного отруєння з 
. _ - _____ _____ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ ^ 
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Коефіцієнт 
кумуляції [35] 

Дозовий рівень шкідливої 
дії речовини в 
експерименті 

Ступінь 
небезпечності 

хронічного отруєння 
1-5 

5-Ю 
>10 

IDEso 
5DE50-IODE50 

>10DEso 

високонебезпечно 
помірно небезпечно 

малонебезпечно 

урахуванням найбільш чутливого виду тварин може бути проведено відповідно до градації не­
безпечності трьох доз препарату, досліджених в хронічному експерименті (табл. 13). 

Таблиця 13 Одержані результати по-
Критерії небезпечності [34] даються у вигляді таблиць з 

їх описом та мають завершу­
ватись обговоренням відпо­
відно до сучасних уявлень 
про критерії небезпечності в 
токсикології: співставлений 
виявлених змін з контролем, 
дозозалежність характеру 

порушень, вихід зареєстрованих показників за межі фізіологічної норми, оборотність змін при 
вивченні відновлювального періоду і т.д. 

У висновку на основі проведених досліджень повинні бути представлені: точка зору дослід­
ників щодо рівня небезпечності отруєння при тривалому введенні, прояви токсичності у разі 
передозування та способи їх усунення, прогноз можливих побічних реакцій та необхідних об­
межень та застережень при проведенні клінічних випробувань. При оцінці результатів трива­
лих випробувань (підгострої, субхронічної та хронічної токсичності) необхідно дотримува­
тись чотирьох правил [35]: 

1. Оцінка експериментальних даних при багаторазовому введенні досліджуваної речовини 
повинна бути логічною і базуватись на досконалих знаннях матеріалу, що досліджується. 

2. Після завершення експерименту аналізувати можна лише статистично оброблені показники. 
3. Експеримент мас проходити так, ніби кожен день є першим днем випробувань. 
4. Отримані експериментальні дані будь-хто інший може точно повторити. 
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ВИВЧЕННЯ КУМУЛЯТИВНИХ 
ВЛАСТИВОСТЕЙ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 

ПРИ ДОКЛШІЧНИХ ДОСЛІДЖЕННЯХ 

Трахтенберг І.М., 
Кокшарьова Н.В., 
Шушуріна Н.О. 

Вступ 

Небезпечність для людини хімічних речовин взагалі і лікарських засобів зокрема значною 
мірою пов'язана з їх здатністю до кумуляції в організмі. Визначення ступеня кумулятивної дії 
лікарського засобу дозволяє за відносно малий термін дослідження прогнозувати для дослід­
жуваного лікарського засобу потенційну можливість викликати у людини хронічне отруєння. 
У відповідності до наказу МОЗ України №152 від 18.08.1995 р. «Про затвердження Порядку 
видачі дозволу на використання і впровадження у виробництво лікарських засобів», а також 
наказу МОЗ України №220 від 19.09.2000 р. «Про затвердження Порядку проведення експер­
тизи матеріалів на лікарські засоби, що подаються на державну реєстрацію» визначення ку­
мулятивних властивостей має бути проведено для лікарських субстанцій, а також лікарських 
препаратів таких груп: 

(І) - препарати з новими фармакологічними субстанціями; 
(III) - відомі препарати з принципово новими підходами до дозування; 
(VI) - препарати комбіновані, які вміщують дві та більше відомих фармакологічних суб­

станцій; 
(VII) - препарати комбіновані, які, поряд з відомими, вміщують нові фармакологічні речо­

вини. 
Для оцінки фармакологічних субстанцій та препаратів І і VII груп визначення і оцінка ку­

мулятивних властивостей є обов'язковими. Що стосується препаратів НІ і VI груп, визначен­
ня кумулятивних властивостей проводять при необхідності. 

Так, для препаратів НІ групи доцільно оцінювати кумулятивні властивості, якщо пропону­
ється підвищення разових, добових та курсових доз, а також при інтермітуючих схемах приз­
начення (підвищення-зниження доз протягом курсу лікування) і т. ін. 

Для препаратів VI групи необхідно передбачати можливий вплив фармакологічних субстан­
цій одна на одну в плані кумуляції. 

Загальні положення 

Поняття про кумуляцію бере свій початок саме з фармакології, воно було пов'язане з фор­
муванням токсичного ефекту при повторному прийомі терапевтичних доз ліків. Кумуляція 
означає додавання (сумацію) дії повторних доз речовини, коли наступна доза потрапляє в ор­
ганізм раніше, ніж закінчується дія попередньої дози. 

Розрізняють кумуляцію матеріальну і функціональну. Якщо в організмі накопичується са­
ма речовина, при цьому все більша кількість речовини приймає участь в розвитку токсичного 
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процесу (на відміну від безсимптомного отрутоносійства) - говорять про матеріальну куму­
ляцію. У тому разі, коли посилення кінцевого токсичного ефекту при додаванні нових доз ре­
човини пов'язане не з накопиченням речовини, а з сумацією функціональних токсичних 
ефектів в організмі - говорять про функціональну кумуляцію. 

Поняття про матеріальну і функціональну кумуляцію базується на знанні інтимних механіз­
мів дії речовин. При цьому відіграють свою роль кінетика переносу і метаболізму речовин, 
взаємодія з рецепторами, кінетика ферментативного каталізу та інші аспекти первинної ток­
сикологічної реакції, а також патогенетичні зв'язки між первинними і похідними (вторинни­
ми, третинними і т.д.) ефектами. 

Первинна дія токсичних речовин відбувається у процесі контакту молекул ксенобіотика з 
рецепторами і може призводити до їхньої блокади, інактивації, порушення відповідних фун­
кцій. Якщо мова йде про матеріальну кумуляцію, в цьому випадку порушення функції буде 
пов'язане безпосередньо з реакцією самої речовини і рецептора. При функціональній кумуля­
ції сама токсична речовина вже відсутня в організмі чи метаболізована, але зміни структури 
рецептора залишаються. 

Виділяють також змішаний тип кумуляції, коли з рецептором взаємодіє не вся молекула от­
рути, а її фрагменти. 

Приклад матеріальної кумуляції - кумуляція сполук важких металів при їх взаємодії з суль­
фгідрильними групами тканинних білків. 

Функціональна кумуляція відбувається, наприклад, при дії прямих метгемоглобіноутворю-
вачів, таких як натрію нітрит. 

Взаємодія фосфорорганічних сполук (ФОС) з холінестеразами - приклад кумуляції зміша­
ного типу, оскільки при цьому на ферменті залишається лише частка молекули ФОС - фос-
форильна група. 

Тип кумуляції характеризує лише якісний бік процесу. В кількісному аспекті перш за все 
значення має терміті, протягом якого діє кумулююча речовина. Ступінь кумулятивних влас­
тивостей речовин характеризується часом відновлення вихідної функціональної активності 
біологічних макромолекул, взаємодія яких з отрутами складає основний механізм токсично­
го процесу. 

Детальне теоретичне вивчення процесу кумуляції є багатоетапним і складним токсикологіч­
ним дослідженням, в той час як прикладні дослідження орієнтовані частіше за все на виявлен­
ня узагальненого ефекту кумуляції і отримання відповідної інтегральної характеристики ку-
мулятивності речовини шляхом співставлення ізоефективних доз за летальним наслідком або 
за найбільш чутливими тестами в гострих і підгострих дослідах. 

Методи визначення і оцінки кумуляції лікарських засобів 

Токсикологічні дослідження кумуляції мають два основні методичні напрями. 
Один з них - вивчення токсикокінетики (фармакокінетики) речовини, тобто вивчення про­

цесів всмоктування, розподілу, перетворювання і виділення. Методичні основи цього напря­
му досліджень викладені у відповідних методичних рекомендаціях [8]. 

Результати вивчення фармакокінетики лікарської речовини необхідно обов'язково брати до 
уваги, коли здійснюється оцінка кумулятивних властивостей препарату. 

Другий напрям оцінки кумулятивних властивостей - вивчення кумулятивності за ефектом, 
який спостерігають. 

Найбільш поширені методи оцінки кумуляції в токсиколого-гігієнічних дослідженнях базу­
ються на визначенні усередненої сумарної кількості отрути (мг/кг), яку отримали тварини в 
підгострому досліді до появи визначеного ефекту (найчастіше - летального наслідку), і спів­
ставлення цієї кількості з одноразовою середньою ефективною дозою ЕД50 (зокрема - ЛД50). 
При цьому розраховують коефіцієнт кумуляції К|(. 
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Загальноприйнятим у вітчизняній токсикології і фармакології методом оцінки кумулятив­

них властивостей речовин і препаратів є метод, розроблений Ю.С.Каганом і В.В.Станкеви­
чем (1964). 

За цим методом коефіцієнт кумуляції Кк розраховують як співвідношення ^Лщп) до ЕД50, 
де ЕД,50(п) - сумарна середньоефективна (летальна) доза в підгострому досліді при введенні 
речовини п разів рівними разовими дозами (Др) через рівні проміжки часу - 1 добу. Достат­
ньо протягом 2 місяців випробувати 3 дози, які становлять 1/5, 1/10 і 1/20 від ЕД50. 

Якщо реєструється летальний наслідок, формула буде такою: 

к = -ОДнЦи) 
к ЛД5о 

Із зменшенням дози Др величина Кк для різних речовин змінюється по-різному: збільшуєть­
ся (для багатьох ФОС); не змінюється (карбамати); знижується (деякі хлорорганічні сполу­
ки); змінюється двофазно - спочатку знижується, потім збільшується (хлорвуглеводні дієно-
вого ряду). При цьому найбільш небезпечними є речовини 3-го типу, найменше - 1-го типу. 

При орієнтації тільки на летальний наслідок можна недооцінити небезпечність деяких спо­
лук. Так, деякі ФОС, що містять у молекулі паранітрофенольну групу, при хронічному впли­
ві викликають розвиток анемії та інші зміни, які не пов'язані з основним (антихолінестераз-
ним) механізмом їх токсичної дії. 

Крім того, для багатьох лікарських речовин неможливо точно визначити рівень ЛД50 у зв'яз­
ку з їх малою токсичністю. Тому необхідно провести відповідні біохімічні, фізіологічні і мор­
фологічні дослідження, які, при можливості, завершити розрахунком величини Кк. 

Вивчення кумулятивних властивостей фармакологічних субстанцій і лікарських препара­
тів, для яких неможливо визначити середньосмертсльну дозу, відбувається при субхронічних 
і хронічних випробуваннях з використанням, як правило, умовно терапевтичної дози (міні­
мальна); дози, яка не менше ніж у 10 разів вища від умовно терапевтичної (можливо - токсич­
на), та проміжної між мінімальною та максимальною. Шлях введення речовини повинен спів­
падати або бути близьким до реального (рекомендованого для клінічної практики). 

Коефіцієнт кумуляції більше 5 вказує на відносно слабко виражену кумулятивну дію речо­
вини, від 3 до 5 - на середній ступінь кумуляції, від 1 до 3 - на виражений ступінь кумуляції, 
а величина коефіцієнту кумуляції менше 1 свідчить про наявність суперкумулятивних влас­
тивостей. 

Орієнтовний мінімум інформації можна одержати в гострих дослідах - шляхом визначення 
індексу кумуляції. Для цього розраховують значення ЛД50(1) - за результатами спостережен­
ня загибелі тварин у першу добу після введення речовини, а також ЛД50(14) - за результатами 
загибелі тварин за 14 діб спостереження після одноразового введення речовини. 

Ік - індекс кумуляції, розраховують за формулою: 

І = 1 _ ЛД50(14) 
ДД50(1) 

Вважається, що коли ЛД50(1) і ЛД50(14) співпадають, тобто Ік дорівнює 0, - кумуляція не вира­
жена. Чим ближче Ік до 1 (тобто чим пізніше відбувається загибель тварин), тим більше віро­
гідність наявності кумулятивних властивостей у речовини. 

У гігієнічній практиці іноді Кк розраховують за результатами тесту «субхронічної токсич­
ності» за схемою Lim et al. у модифікації К.К.Сидорова. Для цього в підгострому досліді три­
валістю до 28 днів (24+4) реєструють загибель тварин при введенні речовини зростаючими 
разовими дозами з інтервалом в 1 добу. В перші 4 доби доза становить 1/10 ЛД50. Кожні 4 нас­
тупні дні дозу збільшують у півтора рази. Коефіцієнт кумуляції розраховують за тією ж фор­
мулою, що в методі Кагана-Станкевича. Вважають, що К|(<1 вказує на кумуляцію, Кк>1 — на 
підвищення резистентності (tolerance) організму. 
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Перелік скорочень 

АУК - антитілоутворюючі клітини 
ДНК - дезоксирибонуклеїнова кислота 
ІЗ - індекс завершеності фагоцитозу 
ІЗЛ - індекс збільшення лімфовузлів 
ІЗС - індекс збільшення селезінки 
IP - індекс реакції 
ІФМ - імунофлуоресцентний метод 
Кон А - конканавалін А - (Т-клітинний мітоген) 
KM - коефіцієнт маси лімфоїдних органів 
КПЕ - клітини перитонеального ексудату 
ЛПС - ліпополісахарид - (В-клітинний мітоген) 
НК - натуральні кілери 
РБТЛ - реакція бласттрансформації лімфоцитів 
РГПТ - реакція гіперчутливості повільного типу 
РНК - рибонуклеїнова кислота 
РТПХ - реакція трансплантат проти хазяїна 
СЕК - сироватка ембріонів корів 
СРМ - кількість імпульсів за 1 хвилину на 106 клітин 
УАС - лінія клітин 
ФГА - фітогемаглютинін - (Т-клітинний мітоген) 
ФІ - фагоцитарний індекс 
ФІТЦ - флуоресцеїн ізотіоціанат 
ЦТ - показник цитотоксичності 
BALB/c ,CBA, C57BL - лінії мишей 
CD З, CD 4, CD 8, CD 16, CD 22 - (клональні детермінанти) - клітинні маркери 
Lg G, Lg M, Lg A - імуноглобуліни різних класів 
Fj - гібриди першого покоління певних ліній мишей 
HEPES - N-2 гідроксиетилпіперазин-М-2~етансульфонова кислота 
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Розділ И 

Вступ 
Імунна система є високочутливою до дії багатьох ксенобіотиків, що може проявлятись у пору­

шеннях маси, клітинності, складу та гістологічної структури лімфощних органів: тимусу, кістко­
вого мозку, селезінки, лімфатичних вузлів, периферичної крові. При цьому можуть пошкоджува­
тись як самі клітини, так і взаємодії між ними, що призводить до порушення імунної функції, під­
вищення чутливості до інфекційних агентів та появи злоякісних пухлин. 

Тому при доклінічному вивченні всіх нових лікарських засобів обов'язковим є тестування 
на імунотоксичність в наступних випадках: 

- усі нові субстанції та всі нові лікарські форми; 
- нові лікарські форми, які містять допоміжні речовини, що не дозволені для вживання в ме­

дичній практиці і не вивчені раніше на цей вид їх дії; при цьому кожна з речовин досліджуєть­
ся окремо; 

- у фіксованих комбінаціях декількох фармакологічних речовин в одній лікарській формі 
вивчають як комбінацію, так і кожну складову окремо; 

- при новому складі лікарської форми, змінах технології її виготовлення або складу допо­
міжних речовин, випробовують тільки нову комбінацію. 

Виключення становлять препарати, що пропонуються для лікування захворювань, які ста­
новлять безпосередню загрозу для життя, та засобів для діагностики in vitro. Нижче подають­
ся методичні підходи щодо вивчення можливої імунотоксичної дії потенційного лікарського 
засобу, специфічна дія якого не пов'язана безпосередньо з впливом на імунну систему. 

При цьому необхідним є вивчення як неспецифічної ланки імунної реакції, так і двох основ­
них груп реакцій - гуморального та клітинного типу. Для цього рекомендується використову­
вати такі методи дослідження, які віддзеркалюють інтегральні характеристики діяльності го­
ловних ланок імунної системи. 

1. Загальні положення 

Тварини 
В експерименті використовують статевозрілих тварин. Значна частка дослідів проводиться 

на мишах. Пропонуються дві опозитні (щодо імунної відповіді) лінії мишей - C57BL та СВА. 
Розбіжність по масі тварин в дослідних групах не повинна перевищувати 15%. Якщо препарат 
пропонується для застосування в педіатричній або геріатричній практиці, то додатково необ­
хідно використовувати тварин відповідного віку, тому що чутливість імунної системи в цих 
вікових категоріях до імунотоксичної дії має кількісні і якісні відмінності. 

У зв'язку з цим при розробці препаратів, що рекомендуються дітям раннього віку, необхід­
на додаткова консультація з комісією по імуномодулюючим лікарським засобам Державного 
фармакологічного центру. 

Кількість тварин 
Експериментальні групи складаються не менш, як з 10 тварин обох статей, що дозволяє про­

вести статистичну обробку отриманих результатів. Якщо дія лікарського засобу вивчається в 
динаміці, то необхідно збільшити кількість тварин у групах для використання їх в різні інтер­
вали експерименту. 

Шлях введення досліджуваної речовини 
Досліджувана речовина повинна вводитись в організм тварин тим шляхом, який пропонуєть­

ся для клінічного використання. Якщо запропонований шлях введення не можливо відтвори­
ти в експерименті, то дослідник має право використати той шлях введення лікарського засобу, 
який дозволить отримати найбільш виражений вилив досліджуваної речовини на імунну від-
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повідь. Необхідно пам'ятати, що чутливість імунної системи людини до дії ксенобіотиків на де­
кілька порядків вища, ніж у тварин. В ряді випадків лікарські засоби можут вивчатись в систе­
мі in vitro, особливо в разі аналізу механізмів пошкоджуючої дії на рівні клітин (фагоцитарна 
активність макрофагів та нейтрофілів, реакція бласттрансформації лімфоцитів). 

Рівні доз 
Пропонується проводити дослідження двох рівнів доз досліджуваного препарату. 
Мінімальна - адекватна добовій дозі, яка буде використовуватись при клінічних досліджен­

нях; максимальна - в 5 - 10 разів більша мінімальної дози (яка не виходить за інтервал тера­
певтичної широти дії лікарського засобу). 

У випадку, коли реальна терапевтична доза не встановлена, можна використовувати дози, 
які послідовно на порядок менші дози ЛД50 (1/10; 1/100; 1/1000 від ЛД50) при зазначеному 
шляху введення. 

Тривалість введення препарату 
Тривалість введення досліджуваної речовини визначається схемою клінічного застосування 

препарату, а також терміном оптимальної імунної відповіді. При необхідності, вивчення фун­
кціонального стану імунної системи може проводитись через 1-2 міс після закінчення введен­
ня препарату з метою визначення довготривалих ефектів та зворотності виявлених порушень. 
Необхідно мати на увазі, що імунотоксична дія препаратів може проявитися у вигляді зміни 
опірності до інфекційних агентів (віруси, бактерії, грибки, паразити) або розвитку новоутво­
рень. 

План дослідження 
Обов'язковими мають бути наступні експериментальні групи: 
1. Інтактні тварини (0); 
2. Тварини, яким вводиться препарат (а); 
3. Імунізовані тварини (Ь); 
4. Імунізовані тварини, яким вводиться препарат (а+Ь); 
5. Група, якій вводиться розчинник (якщо такий є). 
Групи 1 і 2 використовуються для дослідження маси, клітинності лімфоїдних органів, крові, 

якісного складу лімфоцитів, рівня імуноглобулінів, фагоцитозу, бактерицидної дії сироватки 
крові, НК-активності, бластної трансформації лімфоцитів на ФГА, Кон А, ЛПС. 

Групи 3 і 4 використовуються для оцінки показників гуморального (антитіла, антитілоутво-
рюючі клітини) та клітинного (реакція гіперчутливості повільного типу, реакція трансплан­
тат проти хазяїна тощо) імунітету. 

2. Оцінка імунотоксичності лікарського засобу 

Для визначення наявності (або відсутності) імунотоксичних властивостей дослідного лікар­
ського засобу необхідно використовувати методи дослідження, які дозволяють отримати міні­
мум інтегративних характеристик діяльності головних ланок імунної системи: 

1) В-клітинного імунітету (гуморальна відповідь); 
2) Т-клітинного імунітету (клітинні реакції); 
3) факторів неспецифічної резистентності організму. 
Головний принцип оцінки дії лікарського засобу на імунну систему полягає в тому, що мо­

дулюється нормальна імунна реакція і на тлі її формування, розвитку та реалізації можливо 
виявити негативний вплив досліджуваної речовини в залежності від її дози та схеми викорис­
тання. 
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Методи оцінки 
Факторів неспецифічного імунітету: 
- фагоцитарна активність макрофагів; 
- фагоцитарна активність нейтрофілів; 
- НК-активність; 
- активність комплемента сироватки. 
Дослідження активності факторів, що беруть участь у специфічнму імунітеті: 
- оцінка впливу препарату на масу та клітинність лімфоїдних органів включно з клітинніс-

тю кісткового мозку; 
- кількість лімфоцитів та їх популяцій (Т і В лімфоцитів - CD 4, CD 8, СД З, CD 16, CD 22); 
- формула крові; 
- бласттрансформація лімфоцитів з ФГА, Кон А, ЛПС; 
- рівень Ig G, Ig M, Ig A. 
Вивчення впливу на гуморальний імунітет: 
- рівень гемаглютинінів або гемолізинів до еритроцитів барана; 
- кількість антитілоутворюючих клітин в селезінці; 
- рівень аглютинінів до бактеріального антигену. 
Визначення клітинного імунітету: 
- реакція гіперчутливості повільного типу; 
- реакція трансплантат проти хазяїна. 
Морфологічні дослідження. 
Наведені вище методи досліджень дають можливість виявити у дослідного лікарського за­

собу наявність імунотоксичних властивостей та встановити, на яку саме ланку імунної систе­
ми він впливає - гуморальний чи клітинний імунітет, або фактори неспецифічної резистен­
тності організму. 

Які саме методи досліджень будуть використані при проведенні експериментів, вирішує 
дослідник. Головна вимога - щоб застосовані методи дозволили дати об'єктивну оцінку дії 
препарату на імунну систему. 

Для цього найбільш доцільно використовувати не один, а два та більше методів, які дозво­
ляють характеризувати стан кожної ланки імунітету. 

Це необхідно для отримання достатньої інформації з метою формування загального виснов­
ку щодо наявності у дослідного засобу імунотоксичних властивостей. 

При виявленні порушень у будь-якій ланці імунної відповіді, в разі, якщо препарат є уні­
кальним за своєю фармакологічною дією і не може бути замінений нешкідливим аналогом, не­
обхідне подальше проведення дослідження з метою виявлення механізмів пошкодження, а са­
ме - продукцію цитокінів, міжклітинні взаємодії, тощо, з метою пошуку засобів зменшення 
небажаного ефекту. 

2.1. Фактори неспецифічного імунітету 

2.1.1. Фагоцитарна активність макрофагів 

Для оцінки фагоцитарної активності перитонеальних макрофагів отримують клітини пери-
тонеального ексудату. Для цього дослідним мишам в черевну порожнину вводять 5 мл забу-
ференого фізіологічного розчину (рН 7,2-7,4), що містить 20 од/мл гепарину і 1% сироватки 
ембріонів корів. Протягом 1-2 хв масажують живіт миші, потім роблять розріз передньої стін­
ки і відсмоктують рідину з різних відділів черевної порожнини. Для отримання більшої кіль­
кості макрофагів за 48 год в черевну порожнину вводять 1,5 мл 2% розчину пептону і через 
48 год відсмоктують рідину [1J. 
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Метод перший 
В отриманому ексудаті підраховують кількість макрофагів, кінцева концентрація яких по­

винна бути в межах 400-500 тис/мл. Отриману суспензію розливають у пробірки по 1,5 мл. 
Готують завись агарової культури мікробів (наприклад, стафілококів або іншої культури, при­
датної для виявлення фагоцитарної активності) в фізіологічному розчині з концентрацією 
мікробних тіл 500 млн/мл. До кожної пробірки вносять по 0,3 мл зависі мікробів, струшують 
і ставлять у термостат на ЗО хв при 37°С. До дослідних пробірок вносять препарат, що вивча­
ється. Після інкубації роблять мазок на предметному склі, фіксують метанолом 15 хв і забар­
влюють за Романовським-Гімза. У світловому мікроскопі підраховують відсоток клітин, які 
фагоцитують мікроби (фагоцитарний індекс), кількість мікробів, поглинених одним макрофа­
гом (фагоцитарне число) та фагоцитарну активність, яка визначається шляхом ділення кіль­
кості поглинутих мікробів на сто підрахованих клітин. 

Наступним етапом досліджень є виявлення перетравлюючої здатності макрофагів. Для цьо­
го до залишеної в пробірках суміші додають по 0,05 мл м'ясо-пептонного бульйону (рН=7,3), 
перемішують і ставлять у термостат (37°С). Проби для мазків беруть через 1 год та 6 год. Пе­
ретравлюючу здатність характеризують за індексом завершеності фагоцитозу (ІЗ), який обчис­
люють за формулою: 

ФІ, - ФІ6 
13 = ' т

 6 100% , 
ФІ! 

де ФІ! та ФІ6 - фагоцитарні індекси через 1 та 6 год відповідно. В нормі індекс завершенос­
ті фагоцитозу повинен бути > 0. 

Негативна дія дослідного препарату змінить показники ФІ і ІЗ щодо контрольної групи. 

Метод другий 
Отриману клітинну суспензію двічі відмивають у середовищі 199. Суспензію клітин дово­

дять до концентрації 2,5-106/мл, потім 0,2 мл цієї суспензії нашаровують на чисті покривні 
скельця розміром 11x24 або 18x18 мм, які розташовані у шестилункових планшетах і інкубу-
ють ЗО хв у зволоженій атмосфері з 5% С02 при 37°С. Після інкубації неадгезовані клітини 
змивають зі скелець теплим розчином середовища 199, послідовно занурюючи їх у три стака­
ни. Клітини, що прилипли до скла, утворюють збагачений макрофагами моношар. Для визна­
чення фагоцитарної активності на отриманий моношар макрофагів наносять 0,2 мл суспензії 
Е.соїі (20-106/мл) у середовищі 199, інкубують 45 хв у зволоженій атмосфері з 5% С02 при 
37°С. Потім скельця змивають, занурюючи у стакан з теплим фізіологічним розчином, і фік­
сують 5 хв метиловим спиртом, після чого фарбують за Романовським-Гімза. 

У світловому мікроскопі підраховують відсоток клітин, які фагоцитують Е.соїі (фагоцитарний 
індекс), кількість мікробів, поглинених одним макрофагом (фагоцитарне число) та фагоцитарну 
активність, яка визначається шляхом ділення кількості поглинутих мікробів на сто підрахованих 
клітин [2]. 

2.1.2 Визначення поминальної та перетравлюючої здатності 
нейтрофілів крові 

Досліди проводять на нелінійних мишах або на щурах Вістар. Як тест-мікроб використову­
ють добову агарову культуру Е.соїі (або іншу придатну мікробну культуру) в фізіологічному 
розчині в концентрації 500 млн мікробних тіл в 1 мл. 

До пробірки з антикоагулянтом (0,2 мл 2% розчину натрію лимоннокислого або 0,2 мл гепари­
ну в концентрації 50 од/мл) вносять 0,1 мл крові, змішують, додають 0,05 мл зависі тест-мікроб-
ної культури, витримують у термостаті при 37° С протягом ЗО хв. Потім центрифугують при 
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2000-3000 об./хв до розшарування рідини на верхній (плазма), нижній (еритроцити) та серед­
ній (лейкоцити) шари. Пастерівською піпеткою відсмоктують середній шар і роблять 3 - 5 маз­
ків, які фарбують за Романовським-Гімза. 

Підраховують 100 клітин нейтрофільних лейкоцитів. При цьому визначають кількість клі­
тин, які поглинули мікробні клітини (фагоцитарний індекс), визначають середню кількість 
мікробів в одному фагоцитуючому нейтрофілі (фагоцитарне число), а також визначають фа­
гоцитарну активність - середню кількість поглинутих мікробів, поділену на загальну кіль­
кість підрахованих нейтрофілів [3]. 

Для характеристики завершальної (перетравлюючої) функції нейтрофілів можна рекомен­
дувати дослідження активних форм кисню в процесі фагоцитозу. При цьому, про утворення 
супероксидного радикалу можна судити по відновленню нітросинього тетразолію (НСТ-
тест) до нерозчинного формазану. Але слід пам'ятати, що виявлення активних форм кисню не 
дає повної інформації про процес знешкодження мікробів у фагоциті. Це зумовлено тим, що 
кілінг мікробів при фагоцитозі здійснюється не тільки киснезалежними, але й кисненезалеж-
ними механізмами. 

Реакція з нітросинім тетразоліем 
До першої пробірки з антикоагулянтом вносять 0,1 мл крові. Змішують, додають 0,2 мл се­

редовища 199 і 0,1 мл 0,1% розчину НСТ - спонтанний НСТ-тест. До другої пробірки з анти­
коагулянтом вносять 0,1 мл крові; 0,1 мл середовища 199; 0,1 мл Е.соїі, знешкодженої нагрі­
ванням (1 млрд/мл) - стимульований НСТ-тест. Витримують у термостаті при 37°С протя­
гом ЗО хв, потім додають 0,2 мл 5% формаліну і змішують. Через ЗО хв додають 3,0 мл дистиль­
ованої води, струшують і через 20 с додають 1,0 мл 3,4% розчину NaCl. Залишають на 10-
15 хв при кімнатній температурі. Потім центрифугують при 1500 об./хв. Надосад відсмок­
тують, роблять мазки з осаду і фарбують за Романовським-Гімза. Підраховують 100-200 клі­
тин нейтрофільних лейкоцитів і визначають відсоток нейтрофілів, які містять в цитоплазмі 
темні зерна формазану [4]. 

2.1.3. Визначення активності природних кілерів 

Активність природних кілерів визначають за загальноприйнятим методом, розробленим 
Goodman H.S. [5], за їх здатністю лізувати клітини-мішені, мічені Na(51Cr)03. В якості клі­
тин-мішеней використовують лінію клітин УАС-1, ріст яких підтримують у середовищі 
RPMI-1640 з додаванням 10% сироватки ембріонів корів. Клітини мітять, інкубуючи "їх про­
тягом 1 год з 100 мкКи Na(51Cr)03. Активність природних кілерів оцінюють у 18-годинному 
тесті за вивільненням радіоактивного хрому 51Сг, а саме: до 104 мічених клітин-мішеней, які 
знаходились в 0,1 мл середовища RPMI-1640 із сироваткою ембріонів корів (10%), додають 
такий же об'єм ефекторних клітин (виділених із селезінки дослідних мишей), так щоб у кін­
цевому підсумку отримати співвідношення ефекторних клітин до клітин-мішеней 25:1. Усі 
дослідження проводять у трьох паралелях у мікроплатах (кінцевий об'єм інкубаційної зави­
сі - 0,2 мл). Пластикові мікропанелі інкубують 18 год при 37°С в атмосфері, яка містить 5% 
С02. Для оцінки результатів панелі центрифугують 5 хв при 450g і 0,1 мл супернатанту від­
бирають для підрахунку радіоактивності (СРМ - кількість імпульсів за хв/лунку ). Спонтан­
не виділення радіоактивної мітки визначають у контрольних лунках (клітини-мішені без до­
давання ефекторних клітин), а максимальне вивільнення - інкубуючи клітини-мішені з 0,5% 
розчином Тритону Х-100 (0,1 мл). Відсоток цитотоксичності (ЦТ) підраховують за форму­
лою: 

(СРМ в досліді) - (СРМ в контролі) 
Ц Т = — — ~ — — 100% 

(СРМ максимальне) - (СРМ в контролі) 
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2.1.4. Активність комплементу сироватки крові 

Активність комплементу сироватки визначається по 50% гемолізу за загальноприйнятим 
методом [6, 7]. 

2.2. Активність факторів, що беруть участь у 
специфічному імунітеті 

2.2.1. Оцінка впливу препарату на масу та клітиннгсть 
лімфоїдних органів включно з клітинністю кісткового мозку 

Досліди проводять на мишах лінії СВА або білих (нелінійних) мишах масою тіла 18-20 г по 
10 тварин в кожній групі. Дослідний препарат вводять протягом 14 діб. Контрольні тварини 
отримують відповідну кількість розчинника. Лімфоїдні органи (селезінку і тимус) виділяють 
на 7-й день після завершення введення препарату, зважують і визначають коефіцієнт маси 
лімфоїдних органів (КМ) за формулою: 

Маса лімфоїдного органу 
KM = — ^ — — — • 100% 

Маса тіла тварини 
Після гомогенізації певної наважки тканини органу в 3% розчині оцтової кислоти вимі­

рюють кількість каріоцитів (млн/1 мг тканини). 
Клітини кісткового мозку отримують з кісток стегна мишей. Кістки стегна вилучають сте­

рильно, відокремлюють їх від м'яких тканин, ножицями зрізають епіфізи. Кістковий мозок 
вимивають шприцем з тонкими голками для внутрішньошкірних ін'єкцій. Клітинну завись 
пропускають крізь голки різного діаметру. Підраховують кількість клітин у камері Горяєва, 
визначають їх концентрацію в зависі та загальний вміст. 

2.2.2. Імунофлуоресцентний метод визначення кількості 
лімфоцитів та їх популяцій 

Для визначення кількості лімфоцитів та їх популяцій можна використовувати імунофлуорес­
центний метод, результати якого можна оцінювати за допомогою мікроскопу (візуально), або 
проточного цитофлуориметра. 

Принцип ІФМ пов'язаний з утворенням специфічного сполучення антитіл з мембранними 
антигенами живих клітин, які є в суспензії. В прямих методах ІФМ використовують специ­
фічні до клітинних антигенів антитіла, які кон'юговані з флуоресцентною міткою, це є одное-
тапна реакція. В непрямих методах ІФМ використовують спочатку немічені антитіла до клі­
тинних антигенів, а потім мічені флуорохромом антитіла до імуноглобулінів. Таким чином, 
маркирування в непрямих методах проводять у два етапи. Другі антитіла допомагають вияви­
ти зв'язані з клітиною перші антитіла. Непрямі методи більш чутливі, ніж прямі. Для того, 
щоб запобігти кеппінгу та шедингу (злущування) антигенів після взаємодії з антитілами до 
суспензії додають 0,2% розчин азиду натрію. 

Існує багато різноманітних методів, які дозволяють вилучати лімфоцити з периферичної 
крові або лімфоїдних органів [1]. Якщо використовують клітини селезінки, то одразу ж після 
видалення селезінку занурюють до середовища 199, яке містить в собі 10% сироватки ембріо­
нів корів (СЕК). Із селезінки вилучають клітини шляхом розволокнення тканини препару­
вальними голками або шляхом розчавлювання в скляному гомогенізаторі в 3,0 - 5,0 мл сере­
довища 199 з 10% СЕК. Замість середовища можна використовувати фосфатний буфер, який 
містить в собі від 2 до 4% СЕК або 0,5% альбуміну та 0,01% азиду натрію. Подрібнену у гомо­
генізаторі тканину переносять у центрифужні пробірки, фільтруючи її через капроновий 
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фільтр. Відбирають клітини для підраховування та визначення їх життєздатності загально 
прийнятими методами. Пробірки з клітинами центрифугують 10 хв при 1500 об./хв та темпе­
ратурі + 4°С. Вся наступна робота проводиться при температурі + 4°С. Після центрифугуван­
ня зливають надосад, і, якщо це необхідно, лізують еритроцити гіпотонічним шоком (4,0 мл 
дистильованої води і через 20 с 4,0 мл 2-кратного фосфатного буфера). До осаду додають фос­
фатний буфер, залежно від загальної кількості клітин так, щоб концентрація клітин в 0,1 мл 
була 1-Ю6 або 2-Ю6. Отриману суспензію переносять до 96-лункового планшету у концентра­
ції 1-Ю6 або 2-Ю6 у лунку, центрифугують. Швидкість центрифугування потрібно довести до 
1500 об./хв і зупинити ротор. До отриманого осаду клітин додають 50 мкл моноклональних 
антитіл з визначеною концентрацією. Інкубують ЗО хв при температурі +4°С, потім додають 
по 100 мкл буфера, двічі промивають та центрифугують при 1500 об./хв. 

Якщо застосовують непрямий метод для визначення поверхневих антигенів лімфоцитів, то 
після двох промивань необхідно додати 50 мкл розчину, який містить в собі мічені ФІТЦ ан­
титіла до мічених імуноглобулинів мишей або мічений флуорохромом авідин, якщо перші ан­
титіла були кон'юговані з біотином. Інкубують 20 хв на холоді, центрифугують, видаляють су-
пернатант, двічі промивають буфером, додають 180 мкл формаліну (2% розчин параформаль­
дегіду на буфері з р№=8) з синім Еванса, який забарвлює ядра клітин, так що вони мають чер­
вону флуоресценцію (9 частин 2% розчину параформальдегіду та 1 частина 0,1% розчину 
синього Еванса). Проби закривають та зберігають у холоді до початку дослідження. Перед 
дослідженням їх двічі промивають дистильованою водою, центрифугують, осад розчиняють у 
20 мкл води та наносять на предметні скельця, підсушують у термостаті та вивчають під лю­
мінесцентним мікроскопом в краплині гліцеролу (60 мл гліцерину, 40 мл 0,375 М NaCl, 0,025 
М фосфатного буфера, 0,1% азиду Na, рН=7,6). Визначення Т-лімфоцитів за маркерами клі­
тинної поверхні можна проводити і методами проточної цитометрії [4, 8]. 

2.23. Формула крові 

Визначення загальної кількості лейкоцитів периферійної крові та лейкоцитарної формули 
проводять загальноприйнятим методом. 

2.2.4. Реакція бластптрансформації лімфоцитів (РБТЛ) під 
впливом Т-клітинних мітогенів (фітогемаглютиніну - ФГА, 

конканаваліну А ~ Кон А) та В-клітинного мітогену 
(ліпополісахариду ~ ЛПС) 

Метод базується на спроможності лімфоцитів під впливом мітогену трансформуватись у 
бластні клітини. 

Для постановки РБТЛ під впливом мітогенів in vitro спленоцити у концентрації 2-106/мл 
культивують у середовищі RPMI-1640, що містить 10% інактивованої сироватки плодів ко­
рів, 10 мМ 2-меркаптоєтанолу, 20 мМ HEPES, відповідну кількість ФГА (10 мкг/мл), або 
Кон-А (5 мкг/мл), або ЛПС (50-100 мкг/мл). Після цього спленоцити інкубують 72 год при 
37°С. За 4 год до закінчення інкубації до кожної проби вносять по 1 мкКи 3Н-тимідину. Під­
готовку проб для виміру рівня радіоактивності проводять за загально прийнятою методи­
кою. Результати подають у вигляді СРМ (кількість імпульсів за 1 хв на 106 клітин) або ін­
дексу стимуляції (відношення кількості імпульсів в досліді до кількості імпульсів у контро­
лі) [9J. 

Для визначення функціональної активності Т-клітин можна також використовувати РБТЛ 
у постановці за методом UJunge et al. [10], за яким реєстрація результатів реакції проводить­
ся візуально під мікроскопом. Для цього клітини інкубують, як і у першому випадку. Потім 
роблять мазки клітин на предметних скельцях, підсушують, фіксують 10 хв метиловим або аб-
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солютним етиловим спиртом, фарбують за методом Романовського-Гімза. Під мікроскопом 
(при збільшенні 7x1,8x90) визначають відсоток нестимульованих, стимульованих та типових 
бластних форм лімфоцитів, підраховуючи 200-500 клітин лімфоїдного ряду. 

2.2.5. Визначення концентрації імуноглобулінів класів Ig G, IgA, 
Ig М у сироватці крові (за методом Мапсіпі) 

Концентрацію імуноглобулінів у сироватці крові визначають методом радіальної імуноди-
фузії в гелі. Метод базується на вимірюванні діаметра кільця преципітації, яке утворюється при 
внесенні дослідної сироватки в лунки. Лунки вирізають в шарі агару, який містить відповідну 
моносиецифічну антисироватку. Рівень імуноглобулінів визначають за калібрувальною кри­
вою, яка виражає залежність між рівнем імуноглобулінів та діаметром кілець преципітації. Під­
рахунок проводять за формулою І.І.Жура [11]. 

23. Вплив на гуморальний імунітет 

23.1. Визначення титру гемаглютинінів та гемолізинів 

Досліди проводять на нелінійних мишах або мишах ліній СВА, C57BL, BALB/c з масою тіла 
18-22 г. Перед початком експерименту тварини проходять карантин (14 діб) і знаходяться на 
стандартному раціоні харчування. 

Імунізацію проводять оптимальною дозою антигену (еритроцити барана відмивають фізіоло­
гічним розчином і готують 3% завис) внутрішньоочеревинно одноразово в об'ємі 0,2 мл/20 г 
маси. 

Дослідний препарат вводять тваринам у двох дозах: добовій умовно терапевтичній та в 5-
10 разів більшій, одночасно з імунізацією. Якщо препарат призначений до курсового введення, 
то його слід вводити дослідним тваринам щоденно протягом періоду імунізації. На 4-7-й день 
після імунізації у дослідних тварин збирають кров з орбітального синусу, центрифугують (10 хв, 
1500 об./хв) і готують сироватку крові. 

Визначення титру гемаглютинінів. Для того, щоб виключити імунний гемоліз, дослідну си­
роватку декомплементують шляхом підігрівання ЗО хв при 56°С. Потім готують ряд послідов­
них розведень (1:10, 1:20, 1:40, 1:80 і т.д.) у пластикових панелях в об'ємі 0,2 мл і додають 
0,1 мл 1% завису еритроцитів барана та залишають при кімнатній температурі. Оцінку реакції 
проводять через 2-4 год. При позитивній реакції еритроцити, що аглютинували, вистеляють 
дно лунки рівномірним шаром. При негативній реакції усі еритроцити збираються разом у 
вигляді крапки. Результати реакції виражають титром антитіл - величиною, зворотньою ос­
танньому розведенню сироватки, яка ще аглютинує еритроцити. 

Зниження титрів аглютинінів у сироватці дослідних тварин в порівнянні з контролем (група 
тварин, яким замість дослідного препарату вводиться фізіологічний розчин) свідчить про 
пригнічуючу дію дослідного препарату. 

В нормі в середньому log2 титру аглютинінів у мишей лінії СВА на 7-й день після імунізації 
оптимальною дозою антигену становить 9,0±0,1; у мишей лінії C57BL - 7,0±0,2; у нелінійних 
мишей - 6,9±0,2 [12]. 

Визначення титру гемолізинів проводиться з використанням основних принципів методу, 
описаного D.D.McGregor, J.L. Gowans [13]. 

Сироватку дослідних тварин, як і при визначенні гемаглютинінів, декомплементують шляхом 
нагрівання ЗО хв при 56°С. Потім готують ряд послідовних розведень (1:10,1:20,1:40,1:80 і т.д.) 
у пластикових панелях в об'ємі 0,2 мл, додають 0,1 мл 1% завису еритроцитів барана і ЗО хв ін-
кубують при 37°С. До суміші додають комплемент мурчака, який розводять фізіологічним роз­
чином 1:10. Суміш перемішують і інкубують при 37°С 1 год. 
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Найбільше розведення сироватки, яке спричиняє гемоліз еритроцитів, визначається як титр 
гемолізинів. 

2.3.2. Виявлення кількості антитілоутворюючих клітин (АУК) 
у селезінці (метод Єрне і Нордина) 

Основу методу становить здатність суспензованих в агаровому або агарозному гелі АУК, 
взятих від імунізованих еритроцитами барана тварин, виділяти в середовище гемолізини, які 
в присутності комплементу спричиняють лізис розташованих поблизу еритроцитів барана. 

Визначають кількість макроскопічних зон гемолізу еритроцитів навколо окремих АУК і під­
раховують число продуцентів антитіл в розрахунку на певну кількість клітин (наприклад -
106) або цілий орган. 

Реакцію проводять на скляних або пластикових чашках Петрі. Імунізацію мишей (неліній­
них та лінії СВА, C57BL) проводять еритроцитами барана внутрішньоочеревинно, одноразо­
во в оптимальній дозі 2-Ю8 в 0,2 мл фізіологічного розчину. Результати реакції оцінюють на 
4-5 день після імунізації [14]. 

Дослідний препарат вводять разом з антигеном за схемами, які позначені в розділі 2.3.1. 

233. Визначення а?лютиніпів до бактеріальних антигенів 

Тварин імунізують зависсю вбитих мікробів. Титри антитіл визначають за стандартними 
методиками. Як описано вище, готують ряд послідовних розведень сироватки у об'ємі 0,2-
1 мл у пробірках або планшетах і додають 0,2 або 0,5 мл суспензії вбитих нагріванням при 60°С 
протягом 45 хв мікробів з мутністю 5 або 6 за шкалою McFarland. Суміш перемішують, про­
бірки або планшети витримують при температурі 37°С 2 год, потім залишають на ніч у холо­
дильнику. Одночасно ставлять контролі: суспензія мікробів + фізіологічний розчин і сироват­
ка + фізіологічний розчин, в об'ємах, які відповідають основному досліду. Падіння титру ан­
титіл свідчить про імунотоксичну дію препарату [15]. 

2.4. Визначення клітинного імунітету 

2.4.1. Реакція гіперчутливості повільного типу (РГПТ) 

Ця реакція дозволяє вивчити вплив дослідного препарату на продукцію сенсибілізованими 
лімфоцитами медіаторів, які супроводжують клітинні реакції повільного типу. 

При відтворенні РГПТ білих мишей масою 18-22 г імунізують одноразовим внутрішньоо-
черевинним введенням еритроцитів барана в дозі 2105 клітин в об'ємі 0,5 мл фізіологічного 
розчину натрію хлориду на 20 г маси тіла. Дослідний препарат вводять після сенсибілізації. 
Через 5 діб експериментальним тваринам в підошву задньої лівої лапи (дослідної) вводять 108 

еритроцитів барана в об'ємі 0,02 мл (завершальна ін'єкція), а в праву (контрольну) лапу вво­
дять ізотонічний розчин натрію хлориду в такому ж об'ємі. Оцінку реакції проводять через 
24 год за різницею мас дослідної (Д) і контрольної (К) лап. Для цього обидві лапки відрізають 
одразу вище п'яточного суглоба після евтаназії тварин. Індекс реакції (IP) обчислюють для 
кожної тварини за формулою: 

Контрольні групи: 
- миші, які отримують тільки еритроцити барана; 
- інтактні миші, які не були імунізовані, але отримали завершальну дозу еритроцитарного 

антигена. 
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Можлива модифікація методу, яка полягає в тому, що індекс реакції визначають за різницею 
маси регіонарних лімфатичних вузлів [16]. 

2.4.2. Реакція трансплантат проти хазяїна (РТПХ) 

Ця реакція є корисним методом оцінки імунореактивності лімфоїдних клітин щодо тран­
сплантаційних антигенів in vivo. РТПХ спостерігається в тому випадку, коли реципієнту вво­
дять живі гістонесумісні лімфоїдні клітини, які він не може відторгнути. 

При оцінці РТПХ за індексом збільшення селезінки реципієнтами клітин використовують 
гібриди F! віком 1-3 доби. їм вводять внутрішньоочеревинно або внутрішньовенно 0,1 мл се­
редовища Ігла, яке містить 106-108 лімфоцитів однієї з батьківських ліній. Для того, щоб при 
внутрішньоочеревинному введенні завись не витікала, голку вводять у черевну порожнину 
через м'язи стегна. Індекс збільшення селезінки визначають через 10 днів. Контрольна група 
повинна складатися з мишей того ж поносу, яким вводили сингенні клітини (від гібриду F)). 

Вимірювання індексу збільшення селезінки. Спочатку у всіх мишей визначають відносну 
масу селезінки (маса селезінки/маса тіла). Потім знаходять середню арифметичну відносної 
маси селезінки в контрольній групі і обчислюють індекс збільшення селезінки (ІЗС) у дослід­
ній групі: 

тг,-^ Середня відносна маса селезінки тварини дослідної групи 
ІЗС = _, '- '-; : z  

Середня відносна маса селезінки у тварин контрольної групи 

Вважають, що індекси більше 1,3 свідчать про РТПХ. Між величиною індексу збільшення 
селезінки і логарифмом дози введених клітин існує лінійна залежність, але це справедливо 
лише в визначеному інтервалі доз, наприклад, при введенні лімфоцитів мишей батьківських 
лінії гібридам F, у дозах від 0,5-106 до 5-Ю6 клітин. 

При оцінці РТПХ за збільшенням лімфовузлів як реципієнтів використовують дорослі гіб­
риди F t. їм вводять під шкіру стоп від 106 до 2-Ю7 лімфоцитів однієї з батьківських ліній. За­
вись клітин набирають у мікрошприци, вколовши голку між першим і другим пальцями, вво­
дять клітини в обшар під підошвенним апоневрозом посередині стопи. Цим способом можна 
зробити дві ін'єкції по 20 мкл з інтервалом 15 хв, вводячи 2-Ю7 клітин. У контрлатеральну 
стопу для контролю вводять сингенні клітини (від гібридів Fi). Через 7 днів мишей забива­
ють і беруть підколінні лімфатичні вузли. 

Вимірювання індексу збільшення лімфовузлів. Підколінні лімфовузли гомогенізують і виз­
начають кількість клітин з ядром. Оскільки навіть сингенний йюкулят викликає певне збіль­
шення кількості таких клітин, тому в обидві стопи має бути введена однакова кількість лімфо­
цитів. Кожна миша, таким чином, є дослідною і контрольною одночасно. Індекс збільшення 
лімфовузлів (ІЗЛ) обчислюють як співвідношення кількості клітин у підколінних вузлах дос­
лідної та контрольної кінцівок: 

Кількість клітин після введення напівалогенної зависі 
ІЗЛ = — : ; : :: : 

Кількість клітин після введення сингенної зависі 
При індексі вище 1,2 щодо контролю різниця вважається вірогідною. При введенні 106-5-10(і 

лімфоцитів від мишей гібридам ¥{ спостерігають лінійну залежність індексу від логарифму 
кількості клітин, що вводилися [17]. 

2.5. Морфологічні дослідження 

При вивченні лікарських засобів на імунотоксичність необхідним є контроль можливих 
морфологічних змін з боку лімфоїдних органів. Для морфологічного вивчення використову­
ють як рутинні гістологічні методи, так і спеціалізовані гістологічні, гістохімічні та імуногіс-
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тохімічні методи. Досліджувана речовина повинна вводитись піддослідним тваринам макси­
мальний час відповідно до терміну її застосування. Як морфологічний контроль використову­
ють тварин без імунізації, або на тлі імунізації стандартним антигеном. В останньому випадку 
за сім діб до закінчення введення дослідної речовини тварин однієї з груп імунізують еритро­
цитами барана або розчинним антигеном. На 7-й день після імунізації еритроцитами барана у 
піддослідних тварин і у тварин контрольної групи вилучають лімфоїдні органи (селезінку, ти­
мус, лімфатичні вузли). 

Першим етапом є визначення абсолютної та відносної маси лімфоїдних органів. Після цьо­
го шматочки дослідних органів фіксують у 10% розчині нейтрального формаліну та рідині 
Карнуа (для приготування парафінових зрізів) або у 2,5% розчині глутаральдегіду (для зану­
рення у аралдит-епон та подальшого приготування напівтонких та ультратонких зрізів), а та­
кож заморожують для подальшого приготування зрізів [18,19]. 

Подальшу обробку експериментального матеріалу проводять з використанням рутинних 
гістологічних методів або спеціальних'гістохімічних чи імуногістохімічних методів. 

При морфологічному дослідженні увагу звертають на розмір органів, збереженість їх струк­
тури, розподіл клітинних популяцій. У разі вивчення структури лімфовузлів імунізованих 
тварин звертають увагу на кількість та розміри гермінативних центрів, інтенсивність забар­
влення Т-залежних ділянок (за Браше). 

Для вивчення загальної морфології використовують забарвлення парафінових зрізів гема­
токсиліном та еозином, а аралдит-епонових напівтонких зрізів толуїдиновим блакитним [19, 
21]. Вивчення ультратонких зрізів за допомогою електронної мікроскопії дозволяє виявляти 
ультраструктурні зміни на субклітинному рівні. Застосовують також гістохімічні методи дос­
лідження лімфоїдних органів. Метод Браше дозволяє виявити ДНК та РНК у лімфобластних 
та плазматичних клітинах [19]. Гістохімічні методи забарвлення на естерази та фосфатази да­
ють можливість виявляти порушення в розподілі клітинних популяцій (Т-клітинних та В-клі-
тинних зон, макрофагів) [19, 22, 23]. Спеціальні імуноморфологічні методи з використанням 
моноклональних антитіл дозволяють вивчити розподіл клітинних популяцій у лімфоїдних ор­
ганах. Найбільш детальний аналіз розподілу клітин в лімфоїдних органах, а також визначення 
зон накопичення антигенів можна вивчати за допомогою імунофлуоресцентних та імунофер-
ментних методів із застосуванням моноклональних антитіл та мічених антигенів [23]. 

При імунотоксичній дії фармакологічних препаратів у лімфоїдних органах можуть спосте­
рігатись дегенеративні зміни різних ступенів. 

При легкому ступені токсичної дії в лімфоїдних органах з'являються деструктивні зміни 
лімфоцитів. У корковому шарі лімфовузлів, білій пульпі селезінки виявляються зруйновані 
лімфоцити. У тимусі спостерігається наявність часточкової структури мозкового шару за ра­
хунок зменшення кількості тимоцитів.  

При вираженому токсичному ефекті досліджуваного препарату у тимусі, селезінці та лімфа­
тичних вузлах спостерігається підвищений розпад мононуклеарів. При цьому різко зменшу­
ється паренхіма органів. Деякі фолікули та біла пульпа селезінки спустошуються, у корково­
му шарі тимусу збільшується кількість дегенеративно змінених Т-лімфоцитів. 
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Розділ II 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ 
ЕМБРЮТОКСИЧНОЇ ДІЇ 
ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 

Бишовець Т.Ф., 
Даниленко B.C., 
Матвієнко А.В., 
Степанова Л.В., 

Бариляк І.Р., 
Неумержицька Л.В. 

Вступ 

В основу методичних рекомендацій покладено провідний нормативний документ - Прави­
ла доклінічної оцінки безпечності фармакологічних засобів (GLP), матеріали Наукової групи 
експертів ВООЗ, що містять рекомендації, викладені в Принципах дослідження лікарських 
засобів на тератогенність, та матеріали Міжнародної організації по стандартизації (ISO). При 
складанні даних рекомендацій враховували результати тестування на ембріотоксичність різ­
них хімічних сполук та лікарських засобів в зарубіжних країнах, досвід роботи в даному нап­
рямку провідних інститутів АМН СРСР та академічних інститутів. 

Метою досліджень є визначення здатності лікарського засобу спричиняти ембріотоксичну 
дію, що проявляється підвищеним рівнем ембріональної смертності (ембріолетальний ефект) 
або виникненням вад розвитку та відхиленням від норми в постнатальному періоді (терато-
генна дія). Дані рекомендації стосуються впливу лікарських засобів на стадії розвитку після 
запліднення. Ці стадії охоплюють запліднення яйцеклітини, поділ її, бластоцисту, ембріон, 
плід та иостнатальний розвиток тварин. Термін «виродливість» не обов'язково означає тільки 
спрямоване ушкодження структури органу чи системи органів. Будь-які порушення росту, 
маси тіла, виживання, а також відхилення в ембріогенезі слід розцінювати як аномалії розвит­
ку, які можуть бути загальними, локальними, функціональними. Загальні вади розвитку 
включають відставання в масі тіла, в розвитку, набряки, гематоми різних розмірів. Функціо­
нальна суть терміну «вада розвитку» включає в себе параметри поведінки, а біохімічна - ме­
таболічні показники. На думку Всесвітнього альянсу організації з попередження дефектів 
розвитку, вроджені вади - це будь-які аномалії (функціональні чи структурні), що визнача­
ються у новонародженого або в пізніші терміни життя і викликані як генетичними, так і інши­
ми причинами. Вони включають структурні аномалії, функціональні порушення та розумову 
відсталість. 

Серед значної кількості сполук, що мають ембріотоксичні властивості (хімічні канцерогени, 
вуглеводні, сполуки сірки, аміди, аміни, важкі метали, хлор- та фторорганічні сполуки), знач­
не місце посідають лікарські засоби: гормональні, снотворні, седативні, транквілізатори, анти­
біотики та протипухлинні препарати. Тестування ембріотоксичної дії лікарських засобів є од­
ним із заходів профілактики ембріопатій та вроджених аномалій розвитку людини. Тому ко­
жен лікарський засіб, що може бути призначений жінкам в репродуктивному періоді, а також 
допоміжні речовини, що включені в лікарську форму, перед допуском до клінічних випробу-
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вань повинні бути досліджені на таку активність в експерименті на тваринах. Недоцільно, од­
нак, вивчати ембріотоксичну активність тих лікарських засобів, які заздалегідь відомі як мож­
ливі тератогени. Така властивість цих препаратів повинна враховуватись у випадку їх вжи­
вання при інших захворюваннях. 

Досліди повинні включати як вивчення стану плодів під кінець антенатального періоду 
(1-й етан дослідження), так і стан потомства в постнатальному періоді життя (2-й етап дослід­
ження). Вивчення обмежується першим етапом, якщо лікарський засіб виявляється сильним 
або дуже сильним тератогеном. 

1. Вибір об'єкта дослідження 
Вивчати лікарські засоби необхідно на ссавцях. Бажано при виборі тварин враховувати мета­

болізм препаратів з тим, щоб він був найближчим до метаболізму людини. Для проведення та­
ких дослідів звичайно використовують гризунів (щурів, мишей, хом'яків, кролів). Найбільш 
придатними для таких цілей є білі щурі у зв'язку з раннім настанням у них статевої зрілості, ко­
роткого терміну вагітності та простоти визначення її першого дня, високою плодючістю та ко­
ротким періодом лактації. Все це важливо, оскільки досліди проводяться на статевозрілих тва­
ринах (Додаток, табл. 1). Крім того, такий вибір є наслідком основного практичного досвіду ро­
боти на щурах по вивченню ембріотоксичних властивостей різних ушкоджуючих факторів 
навколишнього середовища та доступності цих тварин для більшості лабораторій світу. Суттє­
вим є також однаковий гемохоріальний тип плаценти у людини та щурів, який забезпечує най­
більш тісний контакт між кров'ю матері та плода і вважається найдосконалішим типом плацен-
тації, що виник у процесі еволюційного розвитку тварин. Крім того, ритм розвитку зародка лю­
дини в доімплантаційний період наближається до такого у цього виду тварин, що також робить 
можливим порівняння результатів дослідження в експерименті та клінічних умовах. 

Важливо, що у цього виду тварин рідко виникають спонтанні аномалії розвитку плода. Ре­
комендується уникати використання тих видів тварин, що відомі своєю генетичною нестійкіс­
тю, а також спеціально вирощених тварин, вільних від патогенної мікрофлори (гнотобіонтів). 

Нові лікарські засоби, що спеціально призначені для лікування жінок під час вагітності, не­
обхідно вивчати на трьох видах тварин - щурах, мишах та кролях і в такій же послідовності. 
У випадку наявності тератогенних властивостей препарату у щурів, недоцільно додатково 
досліджувати його на вагітних мишах та кролях. І навпаки, якщо дослідами на щурах не 
встановлено ембріотоксичний ефект, необхідно додатково дослідити препарат на мишах. При 
відсутності такої дії і на мишах досліди продовжують на кролях. 

Якщо досліджуваний препарат активний як тератоген на одному з зазначених видів тварин, 
це є досить серйозною пересторогою проти вживання такого препарату при вагітності у жінок, 
особливо в перший її триместр. У випадку, коли лікарський засіб не призначений спеціально 
для лікування вагітних жінок та плода, його досліджують на тваринах двох видів. 

У дослідах краще використовувати інбредних (лінійних) тварин, що дають найбільш однознач­
ні та стандартні результати. Але, враховуючи гетерогенність людської популяції, на яку екстра­
полюють дані, отримані в експерименті, широко користуються також неінбредними тваринами. 

2. Утримання дослідних тварин 
Досліди проводять на абсолютно здорових, інтактних, статевозрілих тваринах (азурах) з ма­

сою тіла 180-240 г. Тварини утримуються в оптимальних умовах розплідника (з забезпеченням 
температурного, світлового режиму, повноцінного харчування, захисту від інфекцій, шуму та ін­
ших неспрятливих факторів навколишнього середовища). Самок утримують окремо від самців, 
починаючи з 1,5-місячного віку. Для утримання тварин використовують просторі клітки, кожна 
з яких повинна мати відповідну позначку, що свідчить про ту чи іншу дослідну групу тварин в 
залежності від строку вагітності, дози препарату, способу та термінів його введення та ін. 
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При розміщенні дослідних тварин в одній клітці необхідно пам'ятати про те, що ряд лікар­

ських засобів, які діють на центральну нервову систему, може спричиняти підвищення «гру­
пової» токсичності. 

Вагітні тварини вимагають від експериментатора особливо терплячого та обережного став­
лення. Категорично забороняється при роботі з ними користуватись корнцангом. Це не тіль­
ки аморально, а й непрактично: поведінка вагітних та лактуючих самок може стати агресив­
ною не тільки по відношенню до експериментатора, а й до новонароджених, що може призвес­
ти до підвищеної загибелі потомства, а отже, і до неправильного трактування результатів дос­
лідження. 

До 16-17-го дня вагітності щурів можна тримати по декілька голів в одній клітці, а приблиз­
но за тиждень до очікуваних пологів необхідно забезпечити їм індивідуальне утримання. Не 
можна допускати пологів у загальній клітці. Це може призвести до травмування, загибелі або 
ж поїдання новонароджених іншими самками. 

3. Дослідження естрального циклу та визначення датованого 
строку вагітності 

Для формування дослідних груп тварин з точно визначеним першим днем вагітності необ­
хідно вивчити їх естральний цикл. Це також необхідно у випадку спеціальної оцінки впливу 
лікарських засобів на перебіг естрального циклу та стан статевої системи. 

Вивчати естральний цикл тварин необхідно як мінімум за два цикли до включення їх у дос­
лідну групу. Зміна тривалості світлового періоду та темноти протягом доби можуть впливати 
на перебіг естрального циклу. Тому ідеально для максимального запліднення самки щурів по­
винні мати 14 годин світлового часу та 10 годин темноти. Травма, стреси, відсутність води, 
крики та ін. можуть суттєво впливати на перебіг естрального циклу. 

Фази естрального циклу (4 стадії залежно від клітинних елементів та їх співвідношення: 
проеструс, еструс, метаеструс, діеструс) визначають за цитологічною картиною піхвових маз­
ків. Реальне співвідношення епітеліальних клітин, ороговілих клітин та лейкоцитів для 4-5-
денного естрального циклу наведено в таблиці 2 Додатка. 

Самок щурів (мишей) в стадії циклу, що відповідає пізньому проеструсу або ранньому ес­
трусу, підсаджують до самців у співвідношенні 2:1 або 3 :1 в кінці робочого дня, а вранці нас­
тупного дня досліджують піхвовий мазок (у щурів) або визначають наявність піхвової проб­
ки (у мишей). Мазок беруть кожен раз новим злегка зволоженим дистильованою водою ват­
ним тампоном на пристосованому для цього мандрені. Використовують знежирене предметне 
скло, на яке наносять краплю дистильованої води, а за тим - вміст тампона. Препарат відразу 
ж досліджують під малим збільшенням мікроскопа, не піддаючи спеціальному забарвленню. 
Якщо піхвовий мазок містить сперматозоїди, то день їх виявлення вважають першим днем ва­
гітності. Таких тварин маркірують, визначають масу тіла, відсаджують в окрему клітку і почи­
нають відлік днів вагітності. При цьому зручно користуватись схемою, запропонованою Ін­
ститутом експериментальної медицини РАМН (Додаток, таблиця 3). 

Перед початком тестування лікарського засобу необхідно на досить значній кількості тва­
рин визначити частоту спонтанної ембріональної смертності та наявність вроджених вад роз­
витку, що характерні для даної лінії або колонії тварин (так званий «історичний» контроль). 
Останнє особливо важливо, якщо тестування проводять на нелінійних тваринах, рівень спон­
танної смертності та виродливостей у яких може значно коливатись. Доцільно періодично пе­
ревіряти ці контрольні показники, створюючи таким чином «лабораторний» контроль. 

4. Дози лікарських засобів, що вивчаються 
Дозу засобу, що тестується, розраховують на одиницю маси тіла самки. Найдоцільніше, з точ­

ки зору подальшої інтерпретації трьох результатів, проводити тестування речовини, викорис-
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товуючи три дози: вищу, ефективну-терапевтичну (для даного виду тварин) і проміжну. Як ви­
ща використовується максимальна доза, при якій не спостерігається загибелі самок і розвитку 
видимих ознак інтоксикації при обраній тривалості введення речовини. Цю дозу виявляють ек­
спериментально, враховуючи токсикологічну характеристику речовини (ЛД50, кумулятивні 
властивості та ін.). Якщо при одноразовому введенні засіб, що вивчається, не можна ввести в 
такій дозі (наприклад, при дослідженні готової лікарської форми або малотоксичної сполуки), 
як вищу використовують дозу, що може бути досягнута при введенні обраним шляхом, макси­
мальну для даного виду тварин рідини. 

У разі виявлення ембріотоксичного ефекту у вищій або проміжній дозах, при широкому те­
рапевтичному індексі речовини варто визначати порогову дозу за ембріотоксичного дією. 

У всіх без винятку ссавців частина зародків гине до і після імплантації, а в деяких зародків 
спонтанно виникають аномалії розвитку. Тому, в лабораторіях, що проводять тестування, не­
обхідно мати дані щодо так званого «узагальненого» контролю: дані, отримані на інтактних 
тваринах, що використовувалися як контрольні в попередніх дослідженнях, при збереженні 
стабільних умов їх утримання. 

5. Способи введення лікарських засобів 
Існує досить значна кількість способів введення препарату в організм тварин. Але у випад­

ку дослідження лікарського засобу перевагу віддають тому, котрий рекомендується для клі­
нічної практики. Однак, бажано порівнювати результати при одному із способів парентераль­
ного (частіше всього внутрішньоочеревинного, внутрішньом'язового) та перорального вве­
дення. Домішка лікарського засобу до харчової суміші є небажаною, по-перше, тому, що не дає 
змоги точно визначити його кількість, що надходить в організм, і, по-друге, може призводити 
до відмови тварин споживати таку їжу. Тому при пероральному шляху введення використо­
вують металевий шлунковий зонд та відповідний шприц з поділками, що дає змогу точно до­
зувати досліджуваний препарат у тому вигляді, в якому вивчалась його терапевтична дія. У 
випадку використання для розчинення препарату спеціальних розчинників або наповнювачів 
також досліджується їх ембріотоксична дія (негативний контроль). 

6. Режим введення лікарських засобів 
Введення лікарського засобу протягом всього періоду вагітності тварин може призвести до 

серйозних змін метаболізму матері, а тому маскувати або індукувати ушкоджуючу дію. Тому 
такі дослідження повинні доповнюватися іншими, коли препарат вводиться тільки у визначе­
ний час вагітності, тобто в ті періоди розвитку плода, які відповідають періодам специфічної 
чутливості. Для дії ушкоджуючих факторів навколишнього середовища в період органогене­
зу та плацентації характерні як аномалії розвитку плода, так і висока ембріональна смертність. 
Однак найбільш специфічним для доказу безпосередньої дії патогенного фактора на плід слід 
вважати тератогенний ефект. Це пояснюється тим, що загибель ембріона рідко буває 
пов'язана з аномаліями розвитку і в основному залежить від змін в материнському організмі 
або від масивного ураження всієї фетоплацентарної системи. В противагу цьому вади розвит­
ку ембріона майже завжди залежать від прямої (безпосередньої дії) ушкоджуючого фактора 
на ембріональні органи та тканини. Тому аномаліям розвитку внутрішньоутробного характе­
ру надається особливе значення в акушерській практиці при визначенні можливої причини, 
що спричинила тератогенну дію. 

У той же час строки введення досліджуваного лікарського засобу повинні охоплювати весь 
період вагітності тварин, тому що чутливість зародка до сторонніх виливів залежить від стадії 
його розвитку. 

Препарат вводять один раз на добу різним групам тварин: з 1-го по 6-й, з 6-го по 16-й, з 
16-го по 19-й (20-й) день вагітності (відповідно 1, 2 та 3 групи). Тваринам першої та третьої 
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груп вводять препарат в одній дозі (токсичній), другої групи - в трьох дозах. Якщо при вве­
денні препарату в токсичній дозі спостерігається ембріотоксичний ефект, то проводять допо­
міжні досліди для визначення порогової дози. 

7. Кількість тварин 

Кількість тварин повинна бути значною та достатньою, відповідно до вимог статистичних 
методів опрацювання експериментальних даних. Висновки про наявність ембріотоксичної дії 
у фармакологічного препарату неприпустимо робити на невеликій кількості тварин і особ­
ливо в окремі періоди вагітності. Розрахунки необхідної кількості піддослідних тварин повин­
ні виходити з того, що для дослідження однієї дози препарату потрібно не менше 20 вагітних 
тварин в одній групі. Таке ж правило стосується і тих дослідів, в яких вивчаються різні шля­
хи введення лікарського засобу, а також контрольних груп тварин, які протягом вагітності от­
римували розчинник або ті домішки, що використовуються для введення субстанції дослід­
жуваного препарату (негативний контроль). В експерименті також повинна бути група тва­
рин інтактного контролю. 

8. Методи оцінки ембріотоксичної дії та 
послідовність їх проведення 

1. Щоденне спостереження за станом вагітних тварин. 
2. Щотижневе зважування вагітних тварин. 
3. Знеживлення та розтин тварин. 
4. Визначення показників ембріолетальної дії препарату. 
5. Вивчення зовнішнього стану плодів для оцінки видимих вад розвитку. 
6. Зважування плацент та визначення їх діаметра. 
7. Вивчення стану внутрішніх органів плодів за методом Дж. Вільсона в модифікації І.Р.Ба-

риляка. 
8. Дослідження тонких порушень в структурі органів плода після фарбування зрізів за П.Пе-

терсом. 
9. Вивчення стану кісткової системи плодів за методом Доусона в модифікації А.П.Дибана і 

співавторів. 
10. Дослідження стану кісткової системи плодів після подвійного фарбування на хрящі та 

кістки за П.Петерсом. 
11. Дослідження постнатального розвитку плодів (2-й етап експерименту). 
12. Додаткові методи дослідження. 
13. Оцінка результатів дослідження. 
14. Значимість результатів дослідження. 
15. Строки обрахування результатів. 

9. Значимість результатів дослідження 

З теоретичної точки зору, тератогенна активність лікарського засобу може бути оцінена ста­
тистичними методами, тобто в залежності від відсотка порушень розвитку в декількох експе­
риментах та дози препарату, при якій спостерігається тератогенна дія. Якщо тератогенний 
ефект спостерігався лигає в одного з трьох видів тварин, ймовірність прояву такого ефекту у 
людини може бути незначною. 

Цінність проведених досліджень на тваринах полягає в тому, що всі відомі препарати, які виз­
начені як тератогени для людини, проявляють таку ж активність і у тварин. Крім того, лікар­
ські засоби, у яких встановлені тератогенні властивості в дослідах на тваринах, можуть прояв-
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ляти себе як такі у людини лише при відповідних дозах та термінах введення. Однак дози пре­
паратів, що спричиняють тератогенну дію у тварин, відносно вищі. Крім того, реакції ембріону 
на екзогенні впливи значною мірою залежать від його генетичних властивостей і відрізняють­
ся не тільки у різних видів, а й в межах виду від лінії до лінії, навіть між окремими тваринами 
в межах одного виду. Безпосередні причини видових відмінностей в реакції на тератогенну дію 
до цього часу невідомі, однак можна гадати, що вони можуть бути пов'язані з різними шляха­
ми метаболізму або утворенням шкідливих метаболітів у деяких, але не у всіх видів тварин. 

Отримання ефекту та оцінка ступеня його прояву (вираженності) - питання, що досить вза­
ємопов'язані. Тому, в першу чергу, необхідно визначити, чи є такий ефект наслідком дії пре­
парату, що досліджується. 

Як видно з попереднього викладу, оцінка тератогенної дії повинна проводитись на рівні ор­
ганізму (зовнішньовидимі вади розвитку), на рівні органів (вивчення аномалій розвитку 
внутрішніх органів) та системному рівні (дослідження аномалій розвитку кісткової системи). 
Однак, крім володіння цими методами, дослідник повинен бути обізнаний з рівнем спонтан­
ного виникнення різних вад та враховувати його при обрахуванні експериментальних даних. 

Дослідження багатьох вчених, виконані на досить значному ембріональному матеріалі, свід­
чать, що такі аномалії розвитку плодів щурів, як фокомелія (та інші аномалії розвитку кінці­
вок), анофтальмія, вовча паща, мікрогнатія, екзенцефалія та ін. виникають спонтанно з часто­
тою 0,01%. Такі ж вади розвитку характерні при дії сполук з вираженим ембріолетальним 
ефектом (наприклад, цитостатиків, антиметаболітів та ін.), коли смертність ембріонів може 
досягати 100%. Крипторхізм, гідроцефалія виникають спонтанно більш ніж у 0,01% плодів, а 
відставання в розвитку, гематоми, набряки, порушення процесів осифікації та ін. спонтанно 
виникають у різних груп тварин від 0 до 20% випадків. Показники ж спонтанної ембріональ­
ної смертності як до, так і після імплантації знаходяться в межах від 0 до 10-15% випадків. 

У даній ситуації різниця між результатами спостережень порушень розвитку плода та показ­
ників ембріональної смертності в контрольній та дослідній групах тварин залежатиме від вели­
чини, що спостерігається в контрольній групі даної серії дослідження. Тому доцільно викорис­
товувати так званий «узагальнений», або «історичний» контроль, що склався в лабораторії дос­
лідної установи в результаті багаторічних досліджень на інтактних тваринах даної лінії (або не­
лінійних) при стабільних умовах їх утримання. 

Відомо, що фактори навколишнього середовища (в тому числі і ксенобіотики) обумовлюють 
ембріотоксичний ефект, діючи поряд з генетичними факторами. Тому в більшості випадків 
абсолютна величина показника, що змінюється при ембріотоксичній дії препарату, за інших 
однакових умов (доза, час або спосіб введення та ін.) прямо залежатиме від спонтанного рів­
ня цього показника у використаних тварин. Якщо зважати на цю ситуацію, то деякі розбіж­
ності в показниках узагальнюючого контролю лабораторій різних установ не можуть суттєво 
вплинути на однозначність результатів експерименту. 

10. Строки обрахування результатів дослідження 

Достовірність результатів тестування багато в чому залежить від того, в які строки вагітнос­
ті досліджували дію лікарського засобу. Наслідки такої дії рекомендується обраховувати у 
щурів на 20—21-й, у мишей на 19—20-й, у кролів на 26-28-й день вагітності, тобто незадовго до 
народження плода. У ці строки підраховують показники ембріональної смертності, описують 
частоту та типи виродливостей, визначають показники тератогенної дії. 

Токсична дія лікарського засобу, що вводився тваринам в найбільві пізні строки вагітності, 
може призвести до загибелі плода під час або незабаром після його народження. Тому у випад­
ку дослідження препарату, що рекомендується для вживання в кінці вагітності жінок або під 
час пологів, необхідно відібрати декілька груп тварин, яким вводити цей препарат в терапев­
тичній дозі протягом кількох днів до очікуваних пологів. У цих груп тварин реєструють час та 
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характер перебігу пологів, кількість мертвих, живих та виродливих новонароджених. Після 
цього необхідно прослідкувати за виживанням таких плодів протягом двох тижнів. 

Необхідно також враховувати, що самки щурів можуть поїдати новонароджених, особливо 
якщо останні мають ознаки виродливостей, слабкі або народились мертвими. Крім того, слід 
пам'ятати, що існує також спонтанна загибель новонароджених. Тому, щоб уникнути помилок 
при проведенні цих досліджень, необхідно мати в розпорядженні однакову кількість тварин у 
дослідній та контрольній групах. 

11. Причини помилок при оцінці результатів дослідження 

1. Вибір недостатньо здорових тварин. 
2. Різниця у вживанні корму дослідними та контрольними тваринами, результатом чого є 

різний приріст маси тіла у зазначених груп тварин. 
3. Неправильний підбір ліній та виду тварин, у яких високий спонтанний рівень виродли­

востей розвитку, або, навпаки, які стійкі до тератогенної дії лікарського засобу. У таких випад­
ках доцільно користуватись еталонним тератогеном. 

4. Не досить правильний підбір доз препарату: або вони досить малі, щоб проявити терато-
геину активність, або досить значні, що спричиняють загибель плода, але не тератогенну дію. 

5. Неможливість встановити найбільш чутливу до лікарського засобу стадію розвитку 
тварин, у зв'язку з чим порівняння тератогенної дії досліджуваного засобу і стандартного 
тератогену є ускладненим. 

6. Недостатня кількість тварин, у яких спостерігається затримка деяких показників, що 
характеризують постнатальний період розвитку. 

7. Недостатня вивченість фармакокінетики та фармакодинаміки лікарського засобу. 

12. Знеживлення та розтин тварин 

Самок щурів знеживлюють на 20-21-й день вагітності (мишей - на 19—20-й, кролів - на 
26-28-й). Після лапаротомії у тварин виділяють роги матки з яєчниками, переносять їх в чаш­
ку Петрі з фізіологічним розчином. За допомогою бінокулярної лупи роблять ретельний ог­
ляд яєчників, підраховують кількість жовтих тіл вагітності. Жовті тіла - це виноградоподібні 
утворення в яєчниках жовтуватого або рожевуватого кольору. Число їх повинно бути рівним, 
або дещо вищим, ніж число місць імплантації. Тварини, що не мають місць імплантації, мо­
жуть мати декілька дозріваючих фолікулів у яєчниках, які зовні нагадують жовті тіла, але во­
ни значно менші за розміром та світліші. Тому важливо при підрахунку кількості жовтих тіл 
вагітності не припуститися помилки, прийнявши фолікули за жовті тіла. Ножицями з тупими 
кінцями проводять розтин рогів матки по її зовнішньому краю (щоб не пошкодити плоди), ви­
даляють плоди разом з їх плацентами, ретельно оглядають матку та плаценти, реєструють 
кількість живих, мертвих та резорбованих плодів. Живі плоди реагують на дотик пінцетом, а 
резорбовані зародки, що загинули на ранніх стадіях розвитку, мають вигляд невеликих (роз­
міром з крапку) темних утворень, симетрично розташованих по зовнішньому краю рогів мат­
ки. Якщо загибель зародків відбулася на більш пізніх стадіях розвитку, то резорбції мають 
вигляд округлих гомогенних тіл діаметром 2,5-3,0 мм. 

Результати розтину вагітних тварин заносять до протоколу (Додаток). 

13. Визначення показників ембріотоксичної дії 
лікарського засобу 

На підставі результатів розтину за нижченаведеними формулами визначають такі показни­
ки та заносять їх до таблиць (Додаток, табл. 4, 5). 
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1. Загальна ембріональна смертність (%) - (В - А):В -100. 
2. Загибель ембріонів до імплантації (%) - [В - (А+Б)]:В • 100. 
3. Загибель ембріонів після імплантації (%) - Б: (А+Б) • 100, 
де : А - кількість живих ембріонів; 
Б - кількість мертвих та резорбованих ембріонів; 
В - кількість жовтих тіл вагітності. 
Показником тератогенної дії препарату є число плодів з аномаліями розвитку, виражене у 

відсотках до загальної кількості живих плодів. 
Ці дані разом з результатами мікроскопічних та мікроанатомічних досліджень стану плодів 

в залежності від дози препарату представляють у вигляді зведеної таблиці (Додаток, табл. 6). 
Далі проводять аналіз ембріотоксичної дії та складають графіки, що характеризують залеж­

ність ембріональної смертності від строку вагітності та дози препарату. Перший графік відоб­
ражає доімплантаційну смертність зародків в залежності від дня вагітності, коли вводився 
препарат, а другий - після імплантації. 

Виконують таку ж иостадійну оцінку тератогенної дії препарату, використовуючи дані про 
види та частоту виродливостей (Додаток, табл. 7). Така оцінка дозволяє виявити найбільш 
чутливі до виливу препарату періоди пренатального розвитку тварин. Проте необхідно врахо­
вувати, що лікарські засоби, які зумовлюють загибель або вади розвитку лише в короткі пері­
оди вагітності (декілька днів), становлять меншу небезпеку порівняно з тими, що здатні вик­
ликати таку ж дію протягом довшого періоду, а тому ушкоджувати значну кількість ембріонів. 
У зв'язку з цим необхідно мати уявлення про вірогідність шкідливої дії препарату протягом 
всього періоду пренатального розвитку. Для цього вираховують середню величину ембріо­
нальної смертності у всіх груп тварин, яким вводили препарат одноразово з 1-го по 17-й день 
вагітності. 

14. Зовнішній огляд плодів 
Для оцінки видимих вад розвитку плоди, звільнені від плідних оболонок, переносять в чаш­

ку Петрі зі свіжим фізіологічним розчином і вивчають їх за допомогою бінокулярної лупи. 
Тримаючи плід очним пінцетом за зріз пуповини, починають дослідження від черепа, а закін­
чують хвостом. Огляд черепа дає можливість виявити водянку мозку, мозкову грижу, екзен-
цефалію, краніорахішизис. При огляді органу зору відзначають наявність очей, їх розміри та 
розташування. Лицьовий череп вивчають на наявність заячої губи та вовчої пащі. Останню 
можна спостерігати, якщо вставити до рота плода очний пінцет та злегка ним розсунути ще­
лепи. Аномалії зовнішнього вуха можуть спостерігатися у вигляді відхилень у розмірі, формі 
та положенні, кінцівок - незвичного їх розміру, кількості та розташування пальців. Передня 
черевна стінка може мати незарощення та пупкову грижу. Аномалії хребта проявляються у 
відсутності деяких хребців, в результаті чого тіло виглядає коротшим та більш закругленим. 
Якщо ж спостерігається короткий, загнутий під кутом, або навіть відсутній хвіст, то це є нас­
лідком аномалій розвитку хвостових хребців. Відсутність анального отвору також вважається 
дефектом розвитку хребта. 

Відзначають також відставання у розвитку плодів, що характеризується зниженням їх маси 
та розмірів, а також наявність гематом різних частин тіла та набряків. Необхідно зауважити, 
що навіть найретельніший зовнішній огляд плодів за допомогою бінокулярної лупи не дає 
змоги помітити деякі типи аномалій розвитку органа зору, мозку, а тим більше вади розвитку 
внутрішніх органів та кісткової системи. Тому для більш повного виявлення тератогенних 
властивостей препарату, що вивчається, необхідно крім макроскопічного дослідження зов­
нішнього стану плодів дослідити їх мікроанатомічним методом на серії зрізів та методом дос­
лідження кісткової системи. Для цього після зовнішнього огляду та реєстрації всіх виявлених 
аномалій розвитку загальну кількість плодів розподіляють на дві рівні групи. 
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Першу піддають фіксації у рідині Буена для подальшого вивчення стану внутрішніх органів, 
решту плодів фіксують у 96% спирті для дослідження порушень розвитку кісткової системи. 

15. Дослідження стану внутрішніх органів плода 
(за методикою Дж. Вільсона в модифікації Ї.Р.Бариляка) 

Дослідження проводять на плодах, які фіксувалися в рідині Буена не менше 1-2 тижнів. 
Плід закріплюють на пробковому столику і за допомогою безпечного леза розрізом паралель­
но нижній щелепі відокремлюють голову від тулуба (Додаток, рис. 1). 

Перший розріз голови проводять перпендикулярно нижній щелепі безпосередньо за вібри­
сами. На цьому зрізі видно стан нижньої щелепи, переднього відділу твердого піднебіння і но­
сової порожнини. 

Другий розріз проводиться через середину очних яблук і охоплює нюхальні цибулини. 
На третьому розрізі вивчають стан головного мозку (кори великих півкуль, бокових, треть­

ого і четвертого шлуночків). Зріз проводять через великий поперечний діаметр черепа. 
Четвертий розріз проводять паралельно третьому. Досліджують мозочок і довгастий мозок. 
П'ятий розріз іде через гортань, стравохід, спинний мозок, судини і слинні залози. 
Шостим розрізом відсікається шия від тулуба. Розріз проводять перед передніми лапами. 

Видно стравохід, трахею, спинний мозок, великі судини. 
Сьомий розріз проходить через органи грудної порожнини безпосередньо за передніми кін­

цівками. Видно серце, легені, бронхи, стравохід, спинний мозок. 
Восьмий розріз проводять посередині між сьомим розрізом і пупковим кільцем. Оглядають 

печінку, а потім обережно виділяють її пінцетом і досліджують стан діафрагми. 
Дев'ятий розріз проходить нижче пупкового кільця. На цьому розрізі видно печінку, ки­

шечник, підшлункову залозу. Обережно видаливши петлі кишечнику і печінку, можна спос­
терігати органи тазу: нирки, сечовід, сечовий міхур, пряму кишку, внутрішні статеві органи. 
Необхідно звернути увагу на нирки (можливість гідронефрозу) і матку з придатками або тес­
ти кул з придатками. 

Перелік різних видів аномалій розвитку подано у табл. 7 Додатка. 

16. Дослідження кісткової системи на тотальних препаратах 
плодів, забарвлених алізарином 

(за методом Доусона у модифікації А.П.Дибана та співавт., 1970) 

Плоди фіксують у 96% етанолі не менше 7 днів. Бажано, щоб кількість спирту перевищува­
ла об'єм фіксованих плодів мінімум у 10 разів. Періодично (не менше 2-х разів) необхідно мі­
няти спирт. Потім плоди, у яких після фіксації в етанолі видалені внутрішні органи, занурю­
ють в 1% розчин гідрооксиду калію (КОН) для просвітлення м'яких тканин. Час знаходжен­
ня плодів в цьому розчині визначають емпірично (1-2 доби). Коли стають помітними заклад­
ки кісток, плоди виймають, промивають їх водопровідною водою і переносять в розчин А (150 
мл гліцерину, 800 мл дистильованої води і 10 г КОН), до якого додають кілька крапель розчи­
ну Б (1% розчин червоного алізарину) до появи світло-фіолетового кольору. Через 3-5 діб 
окостенілі ділянки скелету забарвлюються в червоно-фіолетовий колір. Для знебарвлення 
м'яких тканин плоди переносять в розчин А на 7-14 діб. Потім їх потрібно зневоднити шля­
хом повільного проведення через суміші гліцерину, спирту і води в різних пропорціях (1:2:7, 
2:2:6, 4:4:2, рівні частини спирту і гліцерину, а також чистий гліцерин, до якого додають 1-2 
краплі формаліну). У чистому гліцерині плоди можуть зберігатися протягом необмеженого 
часу. Плоди вивчають під мікроскопом моделі МБС. Визначають величину закладок окосте­
ніння, підраховують кількість хребців, ребер, п'ястних та плюсневих кісток. 
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17. Методика фарбування зрізів плодів за П.Петерсом 

Ця методика дає можливість виявити більш тонкі порушення структур, ніж на непофарбова-
них препаратах. Зрізи, отримані за Вільсоном, промивають протягом 10 хв. у дистильованій во­
ді, щоб видалити з поверхні залишок фіксатора. Потім зрізи занурюють в розчин оцтовокисло­
го крезил віолету на 10 хв. Приготування розчину: оцтовокислий крезил віолет розчиняють у 
дистильованій воді в 0,1% концентрації. Перед використанням для отримання оптимального 
фарбування, в основний розчин додають 2% розчин оцтової кислоти до отримання рН = 2,7 
(приблизно 1:20). Зрізи в розчині періодично перекладають з однієї сторони на іншу. Зрізи 
перед дослідженням промивають в дистильованій воді і вивчають під мікроскопом. Після дос­
лідження зрізи можна зберігати в 70% етанолі. При необхідності з пофарбованих зрізів можна 
приготувати гістологічні препарати. Результати забарвлення: кістка - фіолетова, хрящ - світ-
ло-червопий, залозиста тканина - темно-блакитна, інші тканини - жовті, зелені, блакитні. 

18. Метод дослідження органів плодів за Р.Стейплсом 

Після зовнішнього огляду плодів на наявність зовнішньо помітних аномалій розвитку, визна­
чення маси та краніокаудального розміру, проводять декапітацію і голову фіксують в рідині Бу-
ена для наступного вивчення за методикою Вільсона. Декапітований плід фіксують, очними но­
жицями розрізають передню черевну стінку і груди (вздовж лівого краю грудини). Пінцетом ви­
даляють вилочкову залозу і досліджують топографію та стан крупних судин, що відходять від 
серця (права і ліва підключична артерії, загальна сонна артерія, висхідна, низхідна аорта і леге­
нева артерія). Звертають увагу на їх форму та розміри. Пінцетом фіксують серце за вушко пра­
вого передсердя, розсікають ножицями серце двома розрізами від верхівки до основи (1 - пра­
віше, 2 - лівіше міжшлуночкової перетинки) та досліджують стан міжшлуночкової перетинки і 
клапанів. Потім досліджують стан легенів (кількість часток) та органів черевної порожнини. 
Після видалення пінцетом печінки визначають стан діафрагми, а видаливши петлі кишечнику, 
обстежують надниркові за/юзи, нирки, сечоводи, сечовий міхур. Нирки розрізають на рівні нир­
кових мисок та досліджують їх. Визначають масу (абсолютну та відносну) вилочкової залози, 
серця, нирок. Установлюють стать плода і вивчають топографію статевих органів. Потім плоди 
фіксують в 96% етанолі для наступного дослідження в них стану скелета за методом Доусона. 

19. Подвійне фарбування хрящів та кісток плодів за П.Петерсом 

Після семиденної фіксації плодів, у яких видалено внутрішні органи, в 96% етанолі їх пере­
носять у спиртовий розчин алціанового голубого. Забарвлення плодів досягається через 2 -
З дні. Розчин складається з таких компонентів: етиловий спирт 96% - 80 мл, льодяна оптова 
кислота - 20 мл, алціановий голубий - 15 мг. Розчин необхідно міняти щоденно. Після забар­
влення проводять зневоднення плодів в абсолютному спирті протягом 5 днів (необхідно пері­
одично висвітлювати спирт). Потім плоди переносять в 1% розчин КОН на 3-4 дні, періодич­
но міняючи розчин. Висвітлені плоди забарвлюють 0,001% алізарином, розчиненим в 1% 
КОН протягом 2-5 днів. Потім проводять через водні розчини гліцерину наростаючих кон­
центрацій ~ 25%, 50% і 80%. Знаходження плодів у кожному розчині - 1 день. Плоди зберіга­
ють у чистому гліцерині. Результати забарвлення: кістка ~ червона, хрящ - блакитний. 

20. Необхідні реактиви, інструменти та обладнання 
1. Фізіологічний розчин. 
2. Етиловий спирт 96% та 70%. 
3. Розчин КОН. 
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4. Льодяна оцтова кислота. 
5. Розчин формаліну. 
6. Гліцерин. 
7. Барвники: червоний алізарин, крсзил віолет, алціановий голубий. 
8. Рідина Буена (містить пересичений розчин пікринової кислоти, 40% формалін та льодяну 

оцтову кислоту у співвідношенні 15:5:1 відповідно). 
9. Верстат для фіксації тварин (щурів) при внутрішньовенному способі введення препарату. 
10. Емальований лоток для проведення розтину тварин. 
11. Корковий або восковий столик для виконання зрізів зафіксованих плодів. 
12. Ножиці з тупими та гострими кінцями для розтину тварин. 
13. Пінцети (анатомічні, хірургічні, очні). 
14. Скальпелі. 
15. Шлункові металеві зонди різного діаметра. 
16. Тонкі гумові зонди. 
17. Шприці різного об'єму з набором голок. 
18. Посудини з притертими пробками різної ємкості для фіксації ембріонів. 
19. Чашки Петрі. 
20. Хімічні склянки та колби різного об'єму. 
21. Аптечні терези з рівновагами. 
22. Вимірювач. 
23. Лінійка з поділками. 
24. Бінокулярна луна. 
25. Окулярометр. 

21. Допоміжні методи дослідження 

Даний етап досліджень проводять лише за необхідності глибшого вивчення ембріотоксичної дії 
препарату. В цьому випадку число необхідних методів залежить від конкретних завдань, 
пов'язаних з особливостями дії досліджуваного препарату. Серед таких методів можуть бути ре­
комендовані наступні: 

• Визначення досліджуваної речовини в крові і тканинах внутрішніх органів матері, плода 
та плаценти з метою виявлення ступеня проникності речовини через плацентарний бар'єр. 
Показником проникнення лікарського засобу через плаценту є безпосереднє визначення його 
в плаценті, в цілому ембріоні або в органах та тканинах плода. Конкретний вибір внутрішніх 
органів для таких досліджень залежить від наявності інформації про органотропність дослід­
жуваного препарату. Вибір методів та підготовки біоматеріалу для досліджень визначається 
особливостями існуючих методів ідентифікації препарату. 

• Структурно-функціональний аналіз печінки, нирок, ендокринних залоз, кори великих пів­
куль мозку, плаценти та амніотичної оболонки. При цьому морфологічними критеріями ем­
бріотоксичної дії препарату є порушення ступеня клітинно-тканинного диференціювання, по­
ява геморагічних фокусів, деструктивно-дистрофічні процеси в органах-мішенях. Критерієм 
ранніх змін гомеостазу в організмі антенатального періоду розвитку є зміни активності окси-
доредуктаз у тканинах внутрішніх органів плода та в плаценті. Для оцінки функціонального 
стану плаценти доцільно визначати показники білоксинтетичпої активності: вміст РНК, SH-
груп, загального білка. Морфометрична оцінка гістологічної будови внутрішніх органів плода 
та плаценти проводиться відповідно до загальновизнаних методичних підходів при проведен­
ні подібних досліджень. 

• Вивчення стану ферментних систем у тканинах та біологічних рідинах материнського ор­
ганізму та плода. Чутливими тестами є визначення активності р-галактозидази, N-ацетил-Д-
глюкозамінідази, кислої фосфатази, малатдегідрогенази та ацетилестерази, рівня нейраміно-
вої кислоти в тканині головного мозку ембріонів. 
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• Характеристика білкового обміну в клітинах печінки новонароджених та їх матерів за до­
помогою гістоавторадіографічного методу. Проводять дослідження з 1-го по 30-й день постна­
тального періоду, використовуючи мічений по 358-метіонін, який вводять за 2 години до зне-
живлення тварин у дозі, що дорівнює 0,5 мікрокюрі на 1 г маси тіла. Кількісний аналіз вклю­
чення мітки проводять на гістоавтографах при 5-добовій експозиції за допомогою сітки оку-
ляромікрометра та наступним визначенням кількості треків на один квадрат. 

• Для характеристики вуглеводного обміну в клітинах печінки новонароджених з 1-го по 
30-й день постнатального періоду розвитку та їх матерів проводять цитофотометричне визна­
чення кількості глікогену в клітинах печінки на мікроспектрофотометрі. 

• Вивчення синтезу ДНК та мітотичної активності клітин печінки новонароджених тварин 
(з 1-й по 30-й день) та їх матерів проводять за допомогою гістоавторадіографічного методу. Як 
індикатор синтезу ДНК використовують 3Н-тимідин, який вводять внутрішньоочеревинно за 
1 годину до знеживления в дозі 0,5 мікрокюрі на 1 г маси тіла. На автографах з 3Н-тимідином, 
отриманих через 25-30 днів експозиції, визначають індекс мітки ядер печінкових і купферов-
ських клітин в розрахунку на 2000-4000 досліджених клітин. Крім того, на звичайних препа­
ратах підраховують число мітозів у гепатоцитах (на 4000 клітин) та визначають мітотичний 
індекс у проміле. 

22. Вивчення постнатального розвитку плода 
(2-й етап дослідження) 

Метою досліджень, які проводяться на цьому етапі с: 
• виявлення порушень ембріонального розвитку, що проявляються тільки в ностнатально-

му періоді життя; 
• уточнення величини иорогової дози, встановленої за результатами І етапу досліджень. 
Дослідження проводять на віргінних самках лінійних, гібридних або рандомбредних твари­

нах. Як в піддослідній, так і в контрольній групах повинно бути отримано потомство не менш 
ніж від 15 самок. Досліджувану речовину вводять самкам 1 раз на добу з 1-го дня і до кінця ва­
гітності в ефективній дозі (або в такій, яка перевищує її в кілька разів, з урахуванням терапев­
тичної дози). Контрольна група самок повинна отримувати у ці ж терміни фізіологічний роз­
чин або інший розчинник, що використовується при введенні препарату. Під час введення 
лікарського засобу необхідно реєструвати стан і поведінку самок, динаміку маси тіла, трива­
лість вагітності, перебіг пологів. За 3-4 дні до пологів вагітних самок необхідно розсадити по 
одній в клітку та забезпечити їх необхідною підстилкою для влаштування гнізда. В кожному 
приплоді залишають по 8 новонароджених (бажано однакову кількість самців і самок). На 
23 25-ий день після народження молодих самців відсаджують від самок. 

Одним з основних досліджень, що проводяться при вивченні потомства у постнаталыюму 
періоді життя, є вивчення поведінки. Ці дослідження варто починати незабаром після народ­
ження, але не раніше, ніж через 24 години, і продовжувати до 2-3 місячного віку. Оцінка по­
ведінки включає такі типи досліджень: 

1. Загальне спостереження за фізичним розвитком потомства (Додаток, табл. 8). 
2. Вивчення швидкості дозрівання сенсорно-рухових рефлексів у період вигодовування сам­

кою (Додаток, табл. 9). 
3. Вивчення рухової та емоційної поведінки та здатності до координації рухів у потомства 

після закінчення вигодовування (Додаток, табл. 10). 
4. Вивчення здатності до навчання та пам'яті: формування умовних рефлексів як з позитивним, 

так і з негативним підкріпленням та збереження отриманих навичок (Я. Бурені та сиівавт., 1991). 
В дослідженнях 1-3 типу повинні бути досліджені всі тварини. При формуванні груп для 

досліджень 4 типу від кожного приплоду можна взяти групу по 2 тварини. Вибір тестів та їх 
кількість по кожному типу досліджень здійснюється експериментатором. 
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ДЛЯ перевірки чутливості та інформативності використаних тестів доцільно мати дані, отри­
мані з еталонними тератогенами поведінки (наприклад, амфетаміном, метилазоксиметанолом 
та ін.). Необхідно мати на увазі, що введення деяких речовин під час вагітності може неспри­
ятливо впливати на поведінку самок, призводячи до порушення лактації, пригнічення мате­
ринських інстинктів та ін. У зв'язку з цим у ряді випадків може виникати необхідність перех­
ресного вигодовування потомства. 

У потомстві в постнатальному періоді життя можуть також відзначатися порушення окремих 
функцій і систем організму: репродуктивної, ендокринної, імунної та функції печінки. Питан­
ня про те, вивчення яких органів, систем і функцій необхідно провести, крім вищевказаних дос­
ліджень, вирішуються експериментатором, з урахуванням фармакологічних і токсикологічних 
властивостей досліджуваної речовини, а також результатів першого етапу досліджень. 

При статистичній обробці отриманих результатів як незалежну змінну використовують се­
реднє значення відповідного показника для окремого приплоду. У зв'язку з цим при форму­
ванні груп окремих серій досліджень бажано щоб дотримувалось однакове представництво від 
кожного приплоду. При цьому необхідно передбачити можливість окремого аналізу результа­
тів для самок і самців. У звіті мають бути представлені відомості про використані методи ста­
тистичного аналізу. 

23. Оформлення протоколу дослідження 

На кожну вагітну тварину оформляють картку, нумерують її відповідно до нумерації твари­
ни і вносять до неї такі дані: 

• дату настання вагітності; 
• результати визначення маси тіла тварини (3-4 досліди, перший раз - протягом доби вагіт­

ності, далі - щотижнево, але обов'язково в однакові строки вагітності як в дослідній групі, так 
і в контрольній); 

• назву лікарського засобу, що досліджується, дозу, спосіб та термін його введення; 
• дату очікуваних пологів; 
• дату реальних пологів; 
• тривалість вагітності; 
• кількість плодів у приплоді; 
• кількість живих та мертвих плодів у приплоді; 
• зовнішні аномалії та аномалії кісткової системи мертвонароджених; 
• результати візуального дослідження кожного живого плода па предмет виявлення зовніш­

ніх аномалій розвитку; 
• краніокаудальний розмір та масу кожного плода (визначається вперше через одну добу 

після народження, потім щотижнево протягом місяця, а за тим - щомісячно, всього 6-7 дос­
лідів); 

• дані про поведінку самки по відношенню до потомства: інстинкт годування та всі випадки 
його зміни під впливом препарату; 

• реєструють всі випадки загибелі плодів у приплоді із зазначенням причин; 
• далі вносять будь-які дані, що їх експериментатор вважає за необхідне включити до картки. 
Крім картки, до якої вносяться всі дані відносно кожної тварини та її потомства, експери­

ментатор веде протоколи досліджень. Останні можуть бути оформлені загальновизнаною схе­
мою, але доцільно врахувати наступне. Працюючи з великою кількістю тварин з різним стро­
ком вагітності, необхідно згрупувати матеріали таким чином, щоб максимально спростити 
систему збору інформації при дотриманні всіх необхідних процедур з тваринами. Таким ви­
могам відповідає таблиця 3 Додатка. Введення тварині досліджуваного препарату позначаєть­
ся в таблиці довільно вибраним знаком, необхідність зважування або іншої процедури теж 
можна заздалегідь запланувати. Маючи перед собою таку таблицю, експериментатор точно 
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знає про те, коли і яким тваринам необхідно ввести препарат, у яких повинні наступити поло­
ги, а яких варто пересадити з загальної клітки в індивідуальну і т.п. Необхідно мати дві такі 
таблиці - одну для контрольної групи тварин, іншу - для дослідної. 

24. Пологи. Спостереження за тваринами під час пологів 

Тривалість вагітності тварин - дуже важливий показник при вивченні можливої ембріоток-
сичної дії досліджуваної сполуки. Тому дані щодо тривалості вагітності кожної самки як у ви­
падку з використанням препарату, так і в контролі, повинні бути акуратно занесені до індиві­
дуальної картки. Слабкість родової діяльності, затримка самих пологів можуть бути пов'язані 
з тією чи іншою патологією плодів. 

В експерименті бувають випадки загибелі плодів на пізніх стадіях вагітності, наслідком чо­
го може бути загибель самої самки в результаті генералізованої інтоксикації всього організму. 
Тому кожну вагітну самку, що загинула до настання природних пологів, розтинають, прово­
дять патолого-анатомічне дослідження і заносять висновок про причину загибелі тварини до 
її індивідуальної картки. 

Якщо ж пройшли всі розумні строки очікуваних пологів, але вони не настали, то тварину 
знеживлюють, розтинають і піддають вивченню репродуктивні органи (матку, ясчники). Та­
кий аналіз дозволяє встановити причину відсутності потомства у заплідненої самки (загибель 
зародків на ранніх стадіях розвитку, стерильне спаровування) з необхідністю ретельно дослі­
дити можливий вилив препарату на репродуктивну систему тварин. 

Серед дослідних тварин спостерігаються часті випадки стерильних спаровувань, коли при роз­
тині самок не вдається визначити ніяких ознак вагітності. В цьому випадку рекомендується ви­
ділити окрему групу самок (не менше 10-15) та піддати їх знеживленню через одну добу після 
спаровування. Якщо при розтині самок в ампулярній частині яйцеводів будуть знайдені яйцеклі­
тини, що овулювали, необхідно визначити, чи були ці яйцеклітини запліднені. Для цього за допо­
могою фазово-контрастного мікроскопа вивчають тотальні препарати яйцеклітин після фіксації 
та пофарбування лакмоїдом або орсеїном. На таких препаратах у незаплідпених яйцеклітинах 
добре видно групу метафазних мейотичних хромосом, а у запліднених - два пронуклеуси. 

25. Маніпуляції з новонародженими 

Новонароджених тварин протягом перших 24 годин постнатального життя брати руками не 
рекомендується. Всі маніпуляції з ними бажано починати через добу після народження, але 
спостерігати за ними необхідно безпосередньо з моменту пологів. Перш за все підраховують 
кількість новонароджених у приплоді. В нормальних природних умовах самка намагається за­
хистити, годувати та зберегти все своє потомство, але бувають випадки, коли самка щурів (ми­
шей) поїдає своїх дітей або просто затоптує їх. Це буває пов'язано з видаленням із приплоду не­
повноцінних плодів, що народились з ознаками вад розвитку, або просто слабких. Тому статис­
тичні дані про число загиблих протягом першої доби постнатального періоду життя дуже важ­
ливі при оцінці ембріотоксичної дії лікарського засобу. Перерахувавши плоди в приплоді, необ­
хідно далі ретельно стежити за їх кількістю та станом. 

Перед тим як взяти плід руками, необхідно потерти руки тирсою," яка служить підстилкою 
тваринам, щоб зменшити чужий для тварин запах. З тієї ж причини не рекомендується перед 
роботою з тваринами користуватися парфумерією та мити руки милом з ароматизатором. 

Необхідно мати на увазі, що введення деяких препаратів під час вагітності шкідливо впли­
ває на організм самки: порушує лактацію, призводить до згасання материнських інстинктів і 
т.п. У зв'язку з цим в деяких випадках може виникнути необхідність перехресного годуван­
ня потомства. Але в кожному випадку з самого початку пологів за самкою та її плодами ре­
тельно спостерігають, через 24 години після пологів кожний плід уважно розглядають, від-
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значаючи при зовнішньому огляді можливі аномалії розвитку. Результати огляду заносять­
ся до картки самки. 

До індивідуальної картки заносяться також такі параметри: розмір приплоду, кількість жи­
вих та мертвих новонароджених, число загиблих з тих чи інших причин протягом перших 
двох тижнів постнатального життя, та далі - до припинення годування. Для кожної групи тва­
рин (дослід та контроль) враховують індекс постнатальної смертності (відносна кількість за­
гиблих, виражена у відсотках). 

26. Оцінка результатів дослідження 

При дослідженні лікарського засобу можуть спостерігатися поодинокі випадки вад розвитку 
плода або ж значна загибель ембріонів, що не завжди свідчить про ембріотоксичну дію препа­
рату. Тому важливо дати правильну оцінку результатам тестування та визначити, чи є дослід­
жуваний препарат справжнім тератогеном, чи має лише деякі потенційні тератогешгі власти­
вості, що проявляються в токсичних дозах та екстремальних умовах, далеких від тих, в яких 
препарат може використовуватись в клінічних умовах. Для вирішення цього важливого питан­
ня необхідно зіставити дози, що викликали вади розвитку або загибель ембріонів в експери­
ментальних умовах, з тими, які передбачається використовувати в клініці (звичайно в перера­
хунку на масу тіла тварини та людини). Чим ближча межа між тератогениою і терапевтичною 
та чим більша відстань між тератогенною і токсичною для материнського організму дозами, 
тим вища вірогідність прояву тератогешшх властивостей досліджуваного препарату у людини. 

Необхідно визначити такі показники. 
1. Індекс ембріолетальної активності (ІЕА), тобто відношення дози, що викликала загибель 

половини дослідних самок (ЛД50 для самок), до дози, що викликала загибель половини ембрі­
онів (ЛД5() для ембріонів). Цей показник виводять на підставі результатів, отриманих при од­
норазовій дії препарату в ті дні вагітності, коли ембріони проявляють максимальну чутливість 
до даного препарату: 

WA_ ЛДІП для самок 
ЛД50 для ембріонів 

2. Індекс тератогенпої активності (ІТА), тобто відношення дози, що викликала загибель по­
ловини дослідних самок (ЛД50 для самок), до дози, що викликала вади розвитку у половини 
ембріонів (ТД50 для ембріонів): 

Т Т Л - J 1 ^ s n д д я с т о к 

ТД50 для ембріонів 

Чим вищі індекси ембріолетальної та тератогенпої активності, тим небезпечніший препарат 
для ембріонів. 

3. Нарешті, враховують показники екстенсивності ембріолетальної та тератогенпої актив­
ності досліджуваного препарату (Додаток, табл. 11). 

Для остаточного висновку про те, чи є препарат справжнім тератогеном, чи проявляє такі 
властивості лише за екстремальних умов (тобто не має суттєвого медичного значення), необ­
хідно зіставити наведені вище показники та проаналізувати умови і результати всіх дослід­
жень. Для правильного висновку необхідно також пам'ятати наступне: 

1. Справжні тератогени вражають розвиток всіх або майже всіх зачатків органів, причому ха­
рактер тератогенпої дії змінюється в залежності від стадії ембріогенезу та дози препарату. Те-
ратогенпий ефект добре відтворюється при повторних дослідах. 

2. Справжні тератогени викликають вади розвитку та загибель ембріонів в дозах, які не 
спричиняють токсичної дії на материнський організм, тобто індекси ембріолетальної та тера­
тогенпої дії завжди значно вищі одиниці. Показник екстенсивної летальної дії справжніх те-
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ратогенів знаходиться в межах 30%, а тератогенної дії - не нижче 4%. У найбільш чутливі до 
даного препарату періоди вагітності справжні тератогени викликають вади розвитку у 
50-90% ембріонів або спричиняють загибель 80-100% ембріонів. 

3. Якщо досліджуваний лікарський засіб проявив тсратогенні або ембріолетальні властивос­
ті лише в токсичних для самок дозах, тобто індекси ембріолетальної та тератогенної дії близь­
кі до одиниці (причому екстенсивність ембріолетальної активності нижча 10%, а екстенсив­
ність тератогенної активності нижча 1%, і вражаються лише окремі зачатки), то ці ознаки свід­
чать про те, що препарат має незначні потенційні тератогенні та ембріолетальні властивості. 
Такі дані необхідно враховувати при клінічному вивченні препарату. 

При статистичному опрацюванні результатів експерименту за одиницю спостереження 
приймають приплід, тобто результати, отримані при розтині однієї самки. Матеріали дослід­
жень слід аналізувати різними статистичними методами, використовуючи відповідні критерії 
статистики в залежності від емпіричного розподілу отриманих даних (критерій t Стьюдепта-
Фішера, методи кореляційного, дисперсійного аналізу, непараметричні методи, зокрема кри­
терій Вілкоксона-Манна-Уїтні). Даючи оцінку результатів першого етапу досліджень, вико­
ристовують нижченаведену схему (А.М.Торчинський і співавт., 1984). 

Схема оцінки вираженості ембріотоксичної дії 

Характер порушень 
Величина 
порогової 

дози 

Статистична значимість результату 
по відношенню до паралельного 

контролю та його співвідношення з 
узагальненим контролем 

А. Множинні або одиничні аномалії з числен­
ним ураженням систем або органів плодів. 
Спонтанно такі аномалії зустрічаються на 
рівні, який не перевищує 0,01% (наприклад, 
евентрація, краніорахішизіс, фокомелія, аноф-
тальмія, розчеплення твердого піднебіння та 
ін.) Ембріолетальність може складати 100%. 

Б. Множинні або одиничні аномалії з пере­
важним ураженням окремих органів. Рівень 
спонтанного виникнення перевищує 0,01% 
(наприклад, гідроцефалія, гідронефроз, крип­
торхізм, 14 ребро та ін.) Відставання в розвит­
ку плодів (зменшення маси тіла, сповільнення 
процесу осифікації скелета). Гематоми і наб­
ряк підшкірної клітковини. Ембріолеталь­
ність. 

Т - тера­
певтична 
або близь­
ка до неї 

В - вища 
або близь­
ка до неї 

1. Статистично значимий, переви­
щує максимальний рівень "узагаль­
неного" контролю. 

2. Статистично не значимий, але 
перевищує максимальний рівень 
"узагальненого" контролю. 

3. Статистично значимий, але не 
перевищує максимальний рівень 
"узагальненого" контролю. 

4. Статистично не значимий, не 
перевищує максимальний рівень 
"узагальненого" контролю. 

Ступінь вираженості ембріотоксичного ефекту 
Дуже сильний Сильний Середній Слабкий Відсутній 

ATI АВ1 АВ2 БВ2 БВЗ 
БТ1 ВВІ АВ4 

БВ4 

Примітки: 1 - сполучення A3 неможливе при звичайно використовуваній кількості вагітних самок в 
групі (приблизно 20). 
2 - сполучення Т2, ТЗ і Т4 не розглядаються, оскільки дослідження починають, використовуючи най­
вищу дозу препарату і, отже, матимуть місце сполучення В2, ВЗ і В4. 
3 - сполучення А4 неможливе з тієї причини, що і A3, але представлене в схемі для позначення варіан­
та, при якому в повторних дослідженнях встановлено спонтанний характер появи в дослідних групах 
поодиноких плодів з аномаліями типу А. 
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27. Основні поняття та терміни 
Ембріотоксичність - це потенційна можливість сполуки спричиняти ушкоджуючу дію на 

потомство, що проявляється підвищеною ембріональною смертністю на різних стадіях роз­
витку (ембріолетальна дія), або виникненням вад розвитку та відхилень від норми в постна-
тальному періоді (тератогенна дія). 

Ембріональний період - період, що починається від запліднення і триває до початку процесів 
диференціювання та росту органів (у людини до 9-го тижня внутрішньоутробного розвитку). 

Фетальний, або плідний період - період становлення та розвитку функцій, що обумов­
люють адаптацію організму до умов існування. Зрілий плід набуває здатності диференційова­
но реагувати на дію факторів зовнішнього середовища, в тому числі і патогенних. Тератоген­
на дія ушкоджуючих факторів в цей період практично не спостерігається. Виняток становлять 
аномалії розвитку жіночих статевих органів під впливом лікарських засобів андрогєнної дії. 

Фетотоксичність - ушкоджуюча дія сполуки в фетальний період розвитку. 
Фетометрія - загальна назва методів визначення розмірів плода або його окремих частий. 
Тератогенність - виникнення вад розвитку під час вагітності або відхилення в ггастнаталь-

ному періоді у потомства. 
Онтогенез - процес індивідуального розвитку організму протягом всього життєвого циклу, 

починаючи з зиготи до смерті. 
Органогенез - сукупність процесів формування та розвитку органів. 
Пренатальний період - період ембріонального розвитку, що протікає всередині материн­

ського організму. 
Постнатальний період - період від моменту народження до смерті. 
Перинатальний період - період з 28-го тижня внутрішньоутробного розвитку плода (у лю­

дини) по 7-й день життя новонародженого. 
Пубертатний період - період статевого дозрівання. 
Органотропність - здатність фізичного, хімічного або біологічного фактора вибірково вили­

вати на певний орган. 
Окостеніння - фізіологічний процес імпрегнації міжклітинної речовини хрящової або спо­

лучної тканини мінеральними солями, переважно солями кальцію. 
Інші тератологічні терміни наведені в табл. 7, див. в "Тератологии человека", 1979. 
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Розділ II 

ДОДАТОК 
Таблиця 1 

Тривалість основних фізіологічних періодів, що характеризують репродуктивну функцію 
у деяких гризунів, в днях (P.L.Wright, 1978) 

Періоди щурі миші хом'яки кролі 
Настання статевої зрілості 46,0±3,0 28,0 42,0±5,0 120,0-240,0 
Тривалість естрального циклу 4,0-5,0 4,0-5,0 4,0 -
Імплантація 5,5-6,0 4,5-5,0 4,5-5,0 7,0 
Органогенез 9,0-17,0 7,5-16,0 7,0-16,0 7,0-20,0 
Тривалість вагітності 21,0-22,0 20,0-21,0 16,0-17,0 31,0-32,0 

Таблиця 2 
Співвідношення клітин у піхвових мазках щурів протягом естрального циклу 

(A.Thompson, 1990) 
День 
циклу 

Типи клітин День 
циклу епітеліальні ороговілі лейкоцити 

Проеструс 
чотириденний естральний цикл 

Проеструс + + + + + ± 
Еструс ± Т" Т* *Т* -
Метаеструс + + + + + + 
Діеструс + + + + + + 

п'ятиденний естральний цикл 
Проеструс + + + + + -
Еструс ± + + + -
Метаеструс + + + ± + + + 
Діеструс І + + + + + + 
Діеструс II + + + + + ± 

Таблиця З 
Схема реєстрації вагітних тварин 

(запропонована Інститутом експериментальної медицини РАМН) 
№ Дні (числа) поточного місяця 

щура 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 ... 
Дні вагітності ( 1-й день - запліднення) 

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

і так далі залежно від кількості вагітних тварин в один день 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
1 2 3 ± _ 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Протокол розтину вагітних щурів 

Тема  
Дата розтину  
Доза лікарського засобу  
Спосіб введення лікарського засобу  
№ тварини (мітка)  
Маса тіла на момент розтину в г 
Кількість живих плодів  
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КІЛЬКІСТЬ мертвих плодів  
Кількість рсзорбованих плодів  
Кількість жовтих тіл вагітності  
Маса плодів у г 
Краніокаудальний розмір плодів у мм  
Маса плаценти у г 
Кількість плодів з видимими аномаліями розвитку  
Характер аномалій  

Таблиця 4 
Аналіз ембріолетальної дії лікарського засобу 

Група тварин Контроль Дослід 
Доза мг/кг 

Кількість: 
вагітних самок 
живих плодів (А) 
мертвих плодів (Б) 
місць імплантації (А+Б) 
жовтих тіл вагітності (В) 
загиблих зигот та нерозвинутих 
яйцеклітин 

Загибель ембріонів: 
до імплантації 
після імплантації 
загальна 
індукована препаратом 

Таблиця 5 
Вивчення ембріотоксичної дії лікарського засобу (назва) на (вказати вид тварин) 

Показники Результати дослідження 
Кількість вагітних самок 
Кількість жовтих тіл 
Кількість місць імплантації 
Кількість живих плодів «ш*. 

Кількість резорбцій 
Передімплантаційна смертність (%) 
Постімплантаційна смертність (%) 
Маса плода (г) 
Краніокаудальний розмір (мм) 
Зовнішній огляд плодів: 

кількість обстежених плодів, 
з них з аномаліями розвитку 
(абс; %) 

Стан кісткової системи: 
кількість обстежених плодів, 
з них з аномаліями розвитку 
(абс; %) 

Стан внутрішніх органів: 
кількість обстежених плодів, 
з них з аномаліями розвитку 
(абс; %) 
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Таблиця 7 
Реєстрація різних видів аномалій розвитку 

Лока­
лізація 

аномалій 
Вид аномалій 

Число ембріонів з даним 
видом аномалій 

Лока­
лізація 

аномалій 
Вид аномалій 

усього % від загальної 
кількості 
плодів 

Головний аненцефалія 
мозок мікроцефалія 

гідроцефалія 
екзенцефалія 

Спинний 
мозок 

спіна біфіда 
(spina bifida) 

Орган зору анофтальмія 
мікрофтальмія 
циклопія 

Лицевий заяча губа 
череп вовча паща 

мікрогнатія 
Внутрішні акардія 
органи мегаколон 

гепатомегалія 
дивертикули 
гідронефроз 
крипторхізм 
неправильне 
положення 
органів 

Скелет акранія 
гемікранія 
амелія 
парамелія 
синдактилія 
полідактилія 
фокомелія 
редукція зад­
ньої частини 
тулуба 

Хвіст відсутність 
укорочення 
деформація 
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Таблиця 8 

Загальні спостереження за фізичним розвитком потомства 
Дні спостережень Реєстровані параметри 

1-2 Розмір приплоду, число живих і мертвих новонароджених, число 
особин різної статі. 
Вираховується розмір приплоду та індекс загибелі. 

4,7,14,21 Загибель новонароджених, маса тіла 
з2 Відлипання вушної раковини (у середньому на 2-й день) 
з4 Поява первинного волосяного покрову (у середньому на 5-й день) 
зб Прорізування різців (у середньому на 8-й день) 

з12 Відкривання очей (у середньому на 14-й день) 
з23 Опускання сім'яників (у середньому на 25-й день) 
з28 Відкриття вагіни (у середньому на 30-й день) 

Таблиця 9 
Вивчення швидкості дозрівання сенсорно-рухових рефлексів у плодів у період 

вигодовування їх самками 
Дні 

спосте­
режень 

Показники Спосіб проведення досліду і параметри, що реєструються 

1 2 3 
з2 1. Перевертання 

на площині* 
Тварину кладуть на спину на плоскій поверхні, швидко відпускають і 
вимірюють час, необхідний для повернення її до нормального положення. 
Формування рефлексу вважається завершеним (у середньому - на 8-ий 
день), якщо щурята повертаються на всі чотири лапи. Дослід проводять не 
більш ніж по 30 с з кожною твариною до повного формування рефлексу у 
всіх контрольних приплодах. 

з5 2. Негативний 
геотаксис* 

Дослід проводять 1 раз на день, по 1 хв. Щурят кладуть на похилу 
поверхню (25°) головою вниз. Рефлекс вважають сформованим, коли 
щурята повертаються на 180° (у середньому на 7-ий день). Можна 
вимірювати час утримання на похилій площині. Досліди проводять до 
повного формування рефлексу у всіх контрольних приплодах. 

зб 3. Ухилення 
обриву* • 

Щурят кладуть на стіл або підняту над кліткою платформу таким чином, 
щоб передні лапи торкалися краю столу. Формування рефлексу завершене 
(у середньому на 9-ий день), якщо протягом 10 с щурята відповзають від 
краю майданчика. Дослід проводять до повного формування рефлексу у 
всіх контрольних приплодах. 

6-8 4. Маятниковий 
рефлекс 

Визначається як зміна напрямку голови і тулуба в горизонтальній площині 
приблизно 90° за рахунок переміщення передніх лап, коли задні кінцівки 
підтягнуті і нерухомі. Вимірюється кількість поворотів за 1 хв і кількість 
змін напрямку на зворотній (реверсія). 

8-9 
9-11 
13-15 
17-20 

5. Відкрите 
поле 1 

Щурят кладуть на майданчик розміром 30x30 см, на якому проведено лінії, 
що утворюють 36 квадратів. 
Реєструють: 
Піднімання голови і передніх лап. 
Повзання. 
Опору на задні кінцівки, підняття всього тіла. 
Рухову активність (число перейдених квадратів), умивання різного роду, 
обнюхування, стійки, видряпування по стінці, стрибки, час відсутності 
активності, можливі аномалії ходи. 

з8 6. Реакція на 
акустичний 
стимул* 

Тварину садовлять у звукоізольовану клітку. Реакцію тварини на 
акустичний стимул можна реєструвати автоматично або візуально. 
Рефлекс вважається сформованим, якщо тварина реагує на акустичний сти­
мул тривалістю 0,3-0,5 с (у середньому формується на 13-ий день). Досліди 
проводять до повного формування рефлексу у всіх контрольних приплодах. 
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1 2 3 
з14 7. Зіничний 

рефлекс* 
Реєструють скорочення зіниці або поворот голови. Дослід проводять у 
затемненому приміщенні з точечним джерелом світла до повного форму­
вання рефлексу у всіх контрольних приплодів (у середньому 14-15 днів). 

14-15 8. Уникнення 
обриву, 
викликане 
візуальним 
стимулом 

Тварину кладуть на майданчик, піднятий на висоту 45 см над поверхнею. 
Уникнення падіння приймається за позитивну реакцію. Дослід проводять 
одноразово, після відкривання очей. 

10-11 9. Нюхова 
реакція 

Тварину розміщують посередині рейки шириною 6 см з поділками, яку 
кладуть на клітку. Відстань між клітками можна змінювати. Визначають 
відстань, на якій тварина правильно вибирає напрямок на клітку з сибсами 
і матір'ю, в якій вона перебувала перед дослідом. Середній вік формування 
рефлексу - 10-11 днів. Можна враховувати кількість падінь, ковзань, 
поєднуючи цей тест з тестом ходіння по смужці. 

з15 10. Мускульна 
сила * 

Тварину кладуть на густу дротяну сітку, повільно повертають на 180°. 
Вимірюють час знаходження тварини під сіткою. Тварина повинна висіти 
на сітці не менше 15 с Досліди проводять до досягнення критерію всіма 
контрольними приплодами. 

Примітка * - ці показники можна отримати не в динаміці, а одноразово, в очікуваний день дозрівання 
рефлексу у контрольних тварин. 

Таблиця 10 
Дослідження емоційно-рухової поведінки і здатності до тонкої координації рухів 

Дні спостережень Показники Спосіб проведення досліду і реєстровані параметри 
з 17-20 Перевертання в 

повітрі 
Тварину тримають спиною вниз на висоті ~ 60 см над м'якою 
поверхнею і швидко відпускають. Візуально реєструють, чи 
перевертається тварина у повітрі, щоб упасти на всі 4 лапи. 

з 14-25 Утримання на 
циліндрі, що 
обертається* 

Вивчають час утримання на циліндрі, що обертається (при 
швидкості 30 об./хв). Досліди проводять по досягненні крите­
рію утримання протягом 3 хв на циліндрі з гумовою поверхнею 
і діаметром ~20 см. Складність завдання можна варіювати, 
зменшуючи діаметр циліндра або збільшуючи швидкість його 
обертання. Порівнюють між собою тварин (в досліді та конт­
ролі) одного віку. 

з 40-45 Відкрите поле 2 Досліди проводять у 3-хвилинних тестах протягом одного дня 
при тривалості тесту не менше 3 хв. Щурів розміщують інди­
відуально у центрі яскраво освітленого майданчика, поділеного 
на квадрати. Реєструють час виходу з центру майданчика (ла­
тентний період), число відвіданих квадратів (рухова актив­
ність), число стоячих поз (реакція оглядання), число умивань 
різного типу (грумінг), число актів дефекації та уренації 
(емоційність). 

з 30-45 Спонтанна 
рухова 
активність 

Вимірювання рухової активності може бути проведено одним з 
альтернативних методів аналізу: «більчаче колесо», система з 
фотоелектричною і магнітною реєстрацією тощо. 

Примітка * - ці показники можна отримати не в динаміці, а одноразово, в очікуваний день дозрівання 
рефлексу у контрольних тварин. 
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Таблиця 11 
Екстенсивність ембріолетальної та тератогенної активності лікарського 

засобу . в дослідах на щурах 

Доза_ Спосіб введення 
Обрахування результатів на 20-й день вагітності 

Умови 
експе­

рименту 

Кількість 
самок 

Кількість 
жовтих тіл 

Кількість 
імплантацій 

Загибель ембріонів 
до імплантації 

(абс., %) 

Загибель ембріонів 
після імплантації 

(абс., %) 

Число живих ембріонів, з них Умови 
експе­

рименту 

Кількість 
самок 

Кількість 
жовтих тіл 

Кількість 
імплантацій 

Загибель ембріонів 
до імплантації 

(абс., %) 

Загибель ембріонів 
після імплантації 

(абс., %) 
нормальних 

(абс., %) 
аномальних 

(абс, %) 
Дослід 
Контроль 

г/\ \v 

6 

7 

8 

9 І — ' 

6 

7 

8 

9 

^Z-^Js' 

Рис. 1. Схема послідовних розрізів плода щура 
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ВИВЧЕННЯ ГОНАДОТОКСИЧНОЇ ДІЇ НОВИХ 
ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ ТА ЇХ ВПЛИВУ НА РЕПРОДУКТИВНУ 

ФУНКЦІЮ ТВАРИН 

Баршшк І.P., 
Неумержицька Л.В., 

Бишовець Т.Ф., 
Даниленко B.C. 

Вступ 
Забруднення навколишнього середовища хімічними, фізичними і фармакологічними фак­

торами може зумовити розвиток віддалених наслідків. Особливе місце при цьому займають 
різноманітні порушення репродуктивної функції. Це - ураження статевих залоз, порушення 
вагітності, послаблення статевої потенції, безпліддя чоловіків та жінок, що призводить до пе­
редчасних пологів, викиднів та вроджених вад розвитку. 

Аналіз світової і вітчизняної літератури показує, що гонадотоксична дія деяких чинників 
обумовлена їх мутагенною властивістю, остання, в свою чергу, поєднується з ембріотоксич-
ною дією. Якщо мутації, котрі виникли при цьому, є рецесивними, то по мірі їх накопичення 
доля спадкових хвороб зростатиме. 

Серед значної кількості сполук, що мають гонадотоксичні властивості (хімічні канцерогени, 
вуглеводні, сполуки сірки, аміди, аміни, важкі метали, хлор- та фторорганічні сполуки), знач­
не місце посідають лікарські препарати: гормональні, снотворні, седативні, транквілізатори, 
антибіотики та протипухлинні засоби. 

Внаслідок відсутності єдиних підходів і методів для проведення експериментальних дослі­
дів в галузі вивчення гонадотоксичної дії лікарських засобів подібні спостереження не вклю­
чають до програми токсикологічних досліджень, окрім того проводяться вони з використан­
ням неадекватних методів. 

В основу методичних рекомендацій покладені провідні документи - Правила доклінічної 
оцінки безпечності фармакологічних засобів (GLP) та матеріали Міжнародної організації по 
стандартизації (ISO). 

При складанні рекомендацій враховували досвід роботи Українського центру медичної ге­
нетики та інших провідних інститутів України та Росії. 

Метою дослідження є вивчення гонадотоксичної дії лікарського препарату в експерименті 
на лабораторних теплокровних тваринах. Наслідки ураження статевих залоз можуть прояви­
тися в порушенні здатності до зачаття, в порушенні внутрішньоутробного розвитку плода (за­
гибель, зупинка розвитку на різних стадіях ембріогенезу, спадкові виродливості та ін.), а та­
кож у наступних поколіннях. 

Тільки кількісна оцінка лікарських засобів і встановлення рівня ушкоджуючої дії можуть 
бути одними із заходів профілактики ембріопатій та вроджених аномалій розвитку. 

Для оцінки гонадотоксичної дії лікарських засобів використовують патоморфологічні мето­
ди та методи, які дозволяють кількісно визначити порушення, що виникли в гонадах піддос­
лідних тварин. 
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Нижче наведено методи, які дозволяють виявити гонадотоксичну дію лікарських засобів та 
оцінити їх вплив на генеративну функцію. 

1. Вибір об'єкта дослідження 

Дослідження гонадотоксичної дії фармакологічних засобів проводять в експерименті на стате­
возрілих тваринах. При виборі виду тварин бажано враховувати метаболізм препаратів з тим, 
щоб він був найбільш близьким до метаболізму людини. Для проведення таких дослідів звичай­
но використовують гризунів (щурів, мишей, хом'яків, кролів). Найбільш придатними для таких 
цілей є білі щурі у зв'язку з раннім настанням у них статевої зрілості, короткого терміну та прос­
тоти визначення першого дня вагітності, високою плодовитістю та коротким періодом лактації. 
Все це важливо, оскільки досліди проводяться на статевозрілих тваринах (табл. 1). Крім того, 
такий вибір є наслідком основного практичного досвіду роботи на щурах з вивчення гонадоток-
сичних властивостей різних ушкоджуючих факторів навколишнього середовища та доступнос-

Таблиця 1 т і ц и х т в а Р Ш І Для 
Тривалість основних фізіологічних періодів, що характеризують більшості лабораторій 

репродуктивну функцію у деяких гризунів, в днях (P.L.Wright, 1978) світу. Важливо, що у 
цього виду тварин 
рідко виникають 
спонтанні аномалії 
розвитку плода. Реко­
мендується уникати 
використання тих ви­
дів тварин, які відомі 
своею генетичною 
нестійкістю, а також 

спеціально вирощених тварин, вільних від патогенної мікрофлори (гнотобіонтів). 
У дослідах краще використовувати інбредних (лінійних) тварин, що дають найбільш одно­

значні та стандартні результати. Але, враховуючи гетерогенність людської популяції, на яку 
екстраполюють дані, отримані в експерименті, широко користуються також неінбредними 
тваринами. 

Періоди mypiV миші хом'яки кролі 
Настання статевої 
зрілості 

46,0 ±3,0 28,0 42,0 + 5,0 120,0-240,0 

Тривалість естрального 
циклу 4,0-5,0 4,0-5,0 4,0 
Імплантація 5,5-6,0 4,5-5,0 4,5-5,0 7,0 
Органогенез 9,0-17,0 7,5-16,0 7,0-16,0 7,0-20,0 
Тривалість вагітності 21,0-22,0 20,0-21,0 16,0-17,0 31,0-32,0 

2. Утримання дослідних тварин 

Досліди проводять на абсолютно здорових, інтактних, статевозрілих тваринах масою 180 -
240 г. Тварини утримуються в оптимальних умовах розплідника (з забезпеченням температур­
ного, світлового режиму, повноцінного харчування, захисту від інфекцій, шуму та інших переш­
код навколишнього середовища). Для утримання тварин використовують просторі клітки, кож­
на з яких повинна мати відповідну позначку, що свідчить про ту чи іншу дослідну групу тварин 
в залежності від строку вагітності, дози препарату, способу та термінів його введення та ін. 

При розміщенні дослідних тварин в одній клітці необхідно пам'ятати про те, що ряд лікар­
ських засобів, які діють на центральну нервову систему, можуть спричиняти підвищення 
«групової» токсичності. 

Вагітні тварини вимагають від експериментатора особливо терплячого та обережного став­
лення. Категорично забороняється при роботі з ними користуватись корнцангом. Це не тіль­
ки аморально, а й непрактично: поведінка вагітних та лактуючих самиць може стати агресив­
ною не тільки щодо експериментатора, а й до новонароджених, що може привести до підвище­
ної загибелі потомства, а, отже, і до неправильного трактування результатів дослідження. 

До 16-17-го дня вагітності щурів можна тримати по декілька голів в одній клітці, а приблиз­
но за тиждень до очікуваних пологів необхідно забезпечити їм індивідуальне утримання. Не 
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можна допускати пологів у загальній клітці. Це може призвести до травмування, загибелі або 
ж поїдання новонароджених іншими самицями. 

3. Вивчення стану сперматогенезу та функціонального стану сперматозоїдів 
Дослідження гонадотоксичної дії хімічних сполук проводять в експерименті на статевозрі­

лих білих щурах-самцях масою 180-200 г. У групу рекомендується включати не менше 10 тва­
рин. Дослідження проводять у тварин, забитих шляхом дислокації шийних хребців через 
24 години після одноразової 4-годишюї експозиції. 

3.1. Макроскопічне дослідження сім'яників 

Макроскопічне дослідження сім'яників включає: 
а) зовнішній огляд з метою виявлення патологічних відхилень 

(кровонаповнення, запальні зміни, атрофія та інше); 
б) зважування обох сім'яників і розрахунок відношення маси сім'яників до маси тіла; 
в) визначення розмірів сім'яників (довжина, об'єм). 

3.2. Мікроскопічне дослідження сім'яників. Морфологічні 
показники стану сперматогенного епітелію 

Незважаючи на те, що виразні ушкодження сперматогенезу спостерігаються вже при мак­
роскопічному дослідженні (зміна маси та розміру сім'яника), перш за все, важливими с показ-
пики, які характеризують початкові зміни, здатні виникати при мінімальних граничних рів­
них хімічного впливу. 

Сім'яники фіксують у 10% нейтральному формаліні або в рідині Карнуа, заливають у пара­
фін, ріжуть тонкі зрізи (6-7 мкм), фарбують гематоксилін-еозипом. 

Морфологічну оцінку стану сім'яродного епітелію проводять за такими кількісними показ­
никами: 

а) індекс сперматогенезу підраховують за 4-бальною системою: фіксують у канальні наяв­
ність сперматогоній, сперматоцитів І або II порядку (швидка зміна фаз), сиермагид і сперма­
тозоїдів, потім вираховують індекс сперматогенезу ЕА/100, де А - число стадій у кожному ка­
нальні, 100 - число врахованих канальців; 

б) сумарна кількість нормальних сперматогоній (перший на базальній мембрані шар клітин) 
і число дегенеративних форм сперматогоній (підраховують у 20 круглих канальцях); 

в) кількість канальців зі злущеним сім'яродним епітелієм підраховують при перегляді 100 
канальців; 

г) відносна кількість канальців у метафазі II поділу дозрівання (підраховую! ь у 100 канальцях). 
Одночасно визначають якісні зміни: відшарування епітелію від базальної мембрани, дегене­

ративні явища («вікна») в сім'яродному епітелії, наявність гігантських клітин та іи. 
Для прискореної оцінки вираженості гонадотоксичної дії хімічної сполуки можливе вико­

ристання двох показників порушення сперматогенезу - сумарна кількість нормальних спер­
матогоній і кількість канальців зі злущеним сім'яродним епітелієм. 

У хронічних дослідах на завершальному-етапі з метою повного аналізу дії речовини проводять 
дослідження за всіма вищевказаними показниками. Форма обліку стану наведена в таблиці 2. 

Таблиця 2 
Стан сперматогенезу 

Доза 
речовини 

Тривалість 
введення 

Кількість на 100 канальців Доза 
речовини 

Тривалість 
введення сперматогоніїв сперматогоцитів 

І і П-го порядків 
сперматид сперматозоїдів 
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3.3- Визначення кількості нуклеїнових кислот в сім'яниках 
(біохімічні та гістохімічні методи) 

Біохімічні та гістохімічні методи визначення нуклеїнових кислот в сім'яниках можуть бути 
використані для раннього виявлення гонадотоксичної дії досліджуваних речовин: 

а) біохімічне визначення ДНК та РНК проводять у гомогенаті сім'яника за методом Р. Ца-
нева та Г. Маркова (1963) ; 

б) дослідження розподілу ДНК та РНК в різних генераціях сперматогешюго епітелію. 
Для виявлення РНК застосовують метод Браше - фарбування метиловим зеленим - піра-

ніном, що грунтується на одночасному фарбуванні двох зрізів. При цьому один із зрізів пови­
нен бути попередньо оброблений рибонуклеазою. Матеріал, що забарвлюється в червоний ко­
лір піроніном і зникає при обробці рибонуклеазою, є РНК. 

Для виявлення ДНК використовують реакцію Фельгена, в основі якої лежить кислотний 
гідроліз фіксованої тканини, з наступним фарбуванням реактивом Шиффа. 

3.4. Функціональний стан сперматозоїдів 
(фізіологічні методи) 

Для виявлення характеру і тривалості руху сперматозоїдів придатки щура витягають, под­
рібнюють ножицями і вивчають за методикою Є.К.Мілованова (1962) в модифікації Г.І.Єго-
рової (1966). Використовують суспензію сперматозоїдів, отриману при поздовжньому розрізі 
придатка сім'яника щура і дозованому (2 хвилини) перемішуванні його в фізіологічному роз­
чині (2 мл) на годинниковому склі відрізком трубки (але не скляною паличкою). Температу­
ра розчину 22~28°С. Для спостереження за тривалістю руху сперматозоїдів крапля суспензії 
наноситься на предметне скло з лунками, яке вміщують до вологої камери (чашка Петрі, зак­
рита звичайним склом). Останню ставлять на столик, який обіїрівасться, при температурі 
24°С та зазначають час повного припинення руху сперматозоїдів. 

Для визначення відносної кількості живих сперматозоїдів на предметне скло наносять 
1 краплю суспензії і 1 краплю 0,5% водного розчину еозину, після змішування впродовж 1-
2 с готують мазок, який негайно мікроскопують, підрахунок проводять на 200 сперматозоїдах. 
Фарбуються тільки мертві сперматозоїди. 

Для підрахунку відносної кількості патологічних форм (деформація, подвоєння, набухання 
чи зморщування як головки, так і шийного та хвостового відрізків сперматозоїдів, та інше) го­
тують мазки: одну краплю суспензії наносять на предметне скло, підсушують на повітрі і фар­
бують барвником - лужним розчином метилового фіолетового. Підрахунок проводять на 
200 сперматозоїдах. 

При вивченні кислотної резистентності до суспензії сперматозоїдів поступово додають 0,1н 
розчин соляної кислоти, одночасно визначаючи рН середовища і рухливість сперматозоїдів. 
Значення рН в момент припинення руху сперматозоїдів свідчить про їх максимальну кислот­
ну резистентність. Реєстрацію рН здійснюють на рН-метрі. 

Осмотичну резистентність досліджують при додаванні до суспензії сперматозоїдів розчинів 
натрію хлориду різної концентрації (2,8 - 5,6%). Фіксують мінімальну концентрацію натрію 
хлориду, яка викликає припинення руху сперматозоїдів. 

Концентрацію сперматозоїдів визначають шляхом набору суспензії в меланжер для лейко­
цитів і підрахунку у 5 великих квадратах по діагоналі в камері Горяєва. Можливе використан­
ня целоскопа 202. 

Стан окисно-відновних процесів в сперматозоїдах можна визначати за методом Варбурга, 
потенціометрією або за методом Н.П.Шергіна (1961), в основі якого реакція з 0,01% р-ном 
метиленового синього. Швидкість знебарвлення метиленового синього пропорційна кількос­
ті сперматозоїдів та інтенсивності їх дихання. 
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Для цього на предметне скло наносять дві краплі розчину метиленового синього та дві 
краплі суспензії, змішують і всмоктують у скляну трубку діаметром 0,8-1 мм і довжиною 2 см. 
Трубки кладуть на білий папір і зазначають час знебарвлення середини стовпчика (кінці за­
лишаються блакитними). 

З метою дослідження функціонального стану сперматозоїдів за допомогою біохімічних ме­
тодів пропонується не використовувати метод визначення вмісту гіалуроиідази в сперматозо­
їдах (ферменту, для якого властиво роз'єднувати клітини променистого вінця яйцевої кліти­
ни без їх деструкції і, таким чином, робити можливим проникнення сперматозоїдів). Звичай­
но використовують віскозометричний або турбометричний методи. 

4. Методи оцінки функціонального стану яєчників 
у експериментальних тварин 

Дослідження функціонального стану яєчників при дії хімічних сполук проводяться в експе­
рименті на самках білих щурів масою 180-200 г. Переважне використання білих турів зумов­
лено тим, т о у них є короткочасний, добре вивчений статевий цикл. Щурі відносяться до 
спонтанно овулюючих тварин, забезпечують можливість швидко отримати масовий матеріал. 

Для оцінки можливості ураження функції та мікроструктури яєчників лабораторних тварин 
проводять дослідження хімічних сполук на рівнях порога хронічної дії (за показниками за­
гального токсичного ефекту) з встановленням порога специфічної дії. 

В експеримент відбираються тільки ті тварини, які мають нормальний естральний цикл. 
Встановлення характеру естральиого циклу проводиться до досліду приблизно протягом двох 
тижнів і с обов'язковим. 

При вивченні функціонального стану яєчників застосовують такі методи: 
1. Дослідження естрального циклу. 
2. Визначення відносної маси яєчників і кількісна оцінка їх мікроструктури. 
3. Визначення гонадотропної функції гіпофіза. 

4.1. Дослідження естрального циклу 

Естральний цикл у тварин вивчається шляхом аналізу вагінальних мазків, які обережно бе­
руться з допомогою змоченого у фізіологічному розчині ватного тампона, приготованого на 
тонкій скляній паличці або сірнику (можна використовувати для цієї мети очні піпетки). Маз­
ки наносяться в краплю фізіологічного розчину на предметне скло. їх можна розшифрувати в 
живій краплі без попереднього забарвлення, але зручніше проводити аналіз колыюцитограм 
після забарвлення будь-яким способом: гематоксилін-еозипом або 1%-им водно-спиртовим 
розчином метиленового синього. 

Визначення стадії естрального циклу проводиться за співвідношенням елементів у вагіналь-
ному мазку (табл. 3). 

Враховують тривалість естрального циклу, його окремих фаз, а також ритмічність чергуван­
ня фаз циклу. 

Тривалість естрального циклу у білих щурів в нормі коливається від 4 до 6 днів; фази еструс -
до 1 дня; діеструс - до 2 днів; метаеструс - 6 годин. 

Вагінальні мазки досліджуються щоденно в одні й ті ж години доби: при хронічній дії дос­
лідної речовини - протягом 2-х циклів кожного місяця, а при підгострій - 2 цикли з 10-ден-
ною перервою. Необхідно починати дослідження з пертого дня дії речовини щоб вловити по­
чаткові зміни протягом естрального циклу, які можуть в подальшому виявитися тільки до кін­
ця хронічного досліду або навіть в період відновлення. 

Тривалість дослідження мазків обумовлена тим, що цей термін достатній для характеристи­
ки естрального циклу білих щурів і, крім того, виключає можливість розвитку вагінітів. 
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Таблиця З 

Співвідношення клітин у піхвових мазках щурів протягом естрального циклу 
(A.Thompson, 1990) 

День 
циклу 

Типи клітин День 
циклу епітеліальні ороговілі 1 лейкоцити 

Проеструс 
чотириденний естральний цикл 

Проеструс + + + + + + 
Еструс ± + + + -
Метаеструс + + + + + + 
Діеструс 

Проеструс 

+ + + + + + Діеструс 

Проеструс 
п'ятиденний естральний цикл 

Діеструс 

Проеструс + + + + + — 
Еструс ± + + + -
Метаеструс + + + ± + + + 
Діеструс І + + + + + + 
Діеструс II + + + + + ± 

4.2. Відносна маса яєчників і кількісна оцінка їх мікроструктури 

По закінченні досліда тварини знеживлюються шляхом декаиітації або розриву спинного 
мозку в шийному відділі, виймаються ясчники, які ретельно видаляються з оточуючої ткани­
ни, зважуються на торсійних або аналітичних вагах, після чого визначається відношення ма­
си обох ясчників до маси тіла. 

При цьому всі тварини знеживлюються в одній стадії, рекомендується проводити знежив-
лення в стадії еструс або проеструс. Останнє необхідне для подальшого підрахунку структур­
но-функціональних елементів в яєчнику і оцінки функціональної активності гіпофіза. 

Треба зазначити, що правий і лівий ясчники за кількісним та якісним складом структурних 
компонентів мало відрізняються один від одного, тому підрахунок структурних елементів ве­
деться в одному яєчнику. 

Яєчник фіксується в рідині Карнуа протягом 1,5 години в холодильнику, далі проходить че­
рез серію спиртів і суміші спирту з хлороформом (за загальноприйнятою методикою), після 
чого заливається в парафін. Готуються серійні зрізи яєчників за типом топографічних (через 
весь орган), товщиною в 6 мкм. 

Препарати забарвлюють гематоксилін-еозином, підрахунок клітинних елементів яєчників 
проводять за Mandl, Zuckerman (1951, 1952): 

а) примордіальні фолікули і фолікули з одним шаром гранульозних клітин; 
б) фолікули з двома і більше шарами гранульозних клітин; 
в) зрілі фолікули (граафові пухирці); 
г) атретичні тіла і фолікули, які атрезуються; 
д) жовті тіла; 
є) загальна кількість генеративних форм. 
Вказані елементи підраховують по всій поверхні зрізу. Зрілі фолікули, фолікули з 2 і біль­

ше шарами гранульозних клітин, атретичні тіла враховуються в кожному 5-му зрізі і резуль­
тат множать на 5. Примордіальні фолікули і фолікули з одним шаром гранульозних клітин 
підраховують в кожному 10-му зрізі (результати множать на 10). Жовті тіла враховують в се­
рединному зрізі. При підрахунку структурно-функпіональних елементів яєчника врахову­
ються лише ті фолікули, які містять ядро з ядерцем. 

Морфологічні зміни в репродуктивних органах щурів щодо стадій естрального циклу (зада­
ними Центру міжнародних проектів, 1986) наведені в табл. 4. 
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Таблиця 4 

Морфологічні зміни в репродуктивних органах щурів відповідно 
до стадій естрального циклу 

Стадії 
циклу 

Тривалість 
циклу, год. 

Морфологія матки Морфологія яєчника 

Проеструс 12 Потовщена, заповнена рідиною, 
потовщена слизова оболонка 

Збільшені фолікули 

Еструс І 12 Максимальне розширення, 
рання регресія 

Великі фолікули 

Еструс II 15-18 Дегенеративні зміни в епітелії Овуляція 

Метаеструс 12 Початок регенерації епітелію Яйцеклітина в яйцеводі 

Діеструс 57-60 Регенеративний епітелій Утворення жовтого тіла 

Весь отриманий матеріал піддають статистичній обробці за класичним методом з викорис­
танням критерію Стьюдента-Фішера для порівняння середніх величин. 

43. Визначення гонадотропної функції гіпофіза 

Всі процеси розвитку фолікулів у ясчнику, а також характер естрального циклу знаходять­
ся під регулюючим впливом гіиоталамо-гіпофізарних ділянок. Виходячи з цього, визначення 
активності гонадотропної функції гіпофіза складає необхідний елемент при оцінці функціо­
нального стану яєчників. Вивчення активності функції гіпофіза проводиться за тестом на сам­
ках інфантильних мишей масою 3,5-4,0 г. 

Виділений гіпофіз після зважування розтирається в фарфоровій ступці (окремо гіпофізи від 
турів кожної групи) і суспензується в стерильному фізіологічному розчині, кількість якого в 
мл відповідає кількості гіпофізів. При цьому кількість інфантильних мишей-реципіснтів по­
винна бути па одного менша, тобто, якщо гіпофізи отримано від 10 турів, то гіпофізарну 
суспензію вводять тільки 9 мишам-рсцинієнтам. Введення гінофізарної суспензії проводять 
2 рази на день протягом 3 днів під шкіру спинки. На п'яту добу мишей-реципіснтів знеживлю-
ють і визначають такі показники: 

а) відкриття статевої щілини; 
б) маса ясчпиків, матки та відносна маса яєчників і матки; 
в) наявність блютпунктів в яєчниках. 
Маса яєчників і матки визначається на аналітичних вагах, після ретельного виділення наз­

ваних органів з оточуючих тканин. 
Збільшення відносної маси матки та яєчників самиць інфантильних мишей-реципіснтів, а 

також наявність блютпунктів свідчать про раннє статеве дозрівання мишей під виливом вве­
деної гінофізарної суспензії щурів. Порівняння проводиться з подвійним контролем: з мпша-
ми-реципієитами, що отримали суспензію гіпофізів від контрольних щурів та з мишами, які 
не отримували гінофізарної суспезнії. 

5. Дослідження здатності до запліднення або зачаття 

Інтегральною оцінкою дії фармакологічного препарату на статеву функцію є перевірка здат­
ності лабораторних тварин до запліднення (самці) або до зачаття (самиці). 

Вказані дослідження бажано проводити після хронічного введення, оскільки різні генера­
ції сім'яродпого епітелію неоднаково чутливі до дії хімічного агента, у зв'язку з чим тільки 
повторна дія досліджуваної сполуки на всі стадії сперматогенезу дозволяє виявити патоло­
гію. 
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Період сперматогенезу становить 35 днів у мишей, 48 днів у щурів, крім того, треба врахо­
вувати час, необхідний для проходження сперматозоїдів через придаток сім'яника, який ста­
новить від 1 до 2 тижнів. 

Самці одразу після закінчення хронічної затравки спарюються з інтактними самками, що 
мають нормальний естральний цикл (або самиці віповідно із здоровими самцями) у співвід­
ношенні 1:2. Така техніка підсадки забезпечує найбільшу кількість спарювань. Бажано підсад­
жу ваги самиць у стадії еструс. Під час спарювання і всього терміну вагітності самиці не під­
даються дії досліджуваної речовини. 

Початком вагітності вважають день визначення в піхвовому мазку сперматозоїдів (у щурів) 
або піхвової пробки (у мишей). 

Кількість самиць у групі, які завагітніли, є показником здатності самців до запліднення або 
до зачаття у самиць. Статистична достовірність відмінностей між результатами досліду і кон­
тролю визначають методом х2-

На 17-21-й день вагітності частину самиць знеживлюють. Аналіз ембріонального матеріалу 
можна проводити за показниками, наведеними для вивчення ембріотоксичної дії отруйних ре­
човин (див. далі). Другу половину вагітних самиць залишають до пологів. Дослідження отри­
маного потомства ведуть до 2-місячиого віку з відсадкою від матері на 28-й день. 

Ефект може бути обумовлений як порушенням систем і функцій безпосередньо в організмі 
потомства, так і дефектами вигодовування або порушенням материнського інстинкту у випад­
ку дії отруйних речовин на самиць. Для диференціації причин рекомендується пересадка по­
томства від піддослідних самок до контрольних. Ця пересадка повинна проводитися з обереж­
ністю. Сисунці повинні бути покладені на деякий час у підстилку тієї клітки, куди вони під­
саджуються, щоб відбити запах самиці, інакше вони можуть бути з'їдені прийомною матір'ю. 

6. Вивчення впливу фармакологічних засобів 
на репродуктивну функцію 

6.1. Загальні положення 

Фармакологічні засоби можуть впливати на репродуктивну функцію, викликаючи не лише 
потворність або загибель ембріонів і плодів, а й порушуючи гаметогенез і перешкоджаючи 
заплідненню. Тому при оцінці фармакологічних речовин в рамках вивчення їх безпеки необ­
хідно досліджувати їх вплив на репродуктивну функцію в модельних дослідах на самцях і сам­
ках, яких піддають дії препарату до спарювання. 

Вивченню повинні підлягати всі фармакологічні речовини, які можуть бути призначені жін­
кам, що знаходяться у репродуктивному періоді життя, а також сполуки, які раніше не вико­
ристовувались в медичній практиці. Виняток може бути зроблено для протипухлинних пре­
паратів, якщо їх застосування обмежується лише онкологічною практикою. 

До початку тестування необхідно мати відомості про фізико-хімічні властивості препарату, 
що вивчається; склад готової лікарської форми препарату; дози (летальна, ефективна, реко­
мендована для клінічних випробувань); ознаки інтоксикації, специфічні для даної речовини; 
способи введення, що рекомендуються; профіль фармакологічної дії; показання і схеми засто­
сування препарату в клініці. Досліджувану речовину необхідно вводити тим способом, який 
передбачено при клінічному використанні. При пероральному способі використання речови­
ну необхідно вводити зондом. 

6.2 Основні правила вивчення впливу фармакологічних 
речовин на репродуктивну функцію 

Дослідження проводять на лінійних, гібридних або рандомбредних щурах. Речовину дослід­
жують у трьох дозах. Дозу речовини, що тестується, розраховують на одиницю маси тіла сами-
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ці. Найбільш доцільно, з точки зору подальшої інтерпретації результатів, проводити тестуван­
ня речовини, використовуючи три дози: вищу, ефективно-терапевтичну (для цього виду тва­
рин) і проміжну. Як вища використовується максимальна доза, при якій не спостерігається за­
гибелі самиць і розвитку видимих ознак інтоксикації при обраній тривалості введення речо­
вини. Цю дозу виявляють експериментально, враховуючи токсикологічну характеристику ре­
човини (ЛД50, кумулятивні властивості та ін.). Якщо при одноразовому введені речовину, що 
вивчається, не можна ввести в такій дозі (наприклад, при дослідженні готової лікарської фор­
ми або малотоксичної сполуки), як вищу використовують дозу, що може бути досягнута за 
умов введення обраним шляхом максимальної кількості рідини для даного виду тварин. У ра­
зі виявлення ембріотоксичного ефекту у вищій або проміжній дозах, при широкому терапев­
тичному індексі речовини варто визначати порогову дозу за ембріотоксичною дією. В лабора­
торіях, що проводять тестування, необхідно мати дані про так званий «узагальнений» кон­
троль (дані отримані на інтактних тваринах, що використовувалися як контрольні в поперед­
ніх дослідженнях, при збереженні стабільних умов їх утримання). Самцям препарат вводять 
протягом 60-70 днів, самкам - 15-30 днів. Потім тварин спарюють з інтактними самками і 
самцями. Рекомендується мати в кожній групі на початок спарювання не менше 20 самців і 40 
самиць, у яких перед початком досліду перевірено естральний цикл. Самиць підсаджують до 
самців в стадії проеструс в співвідношенні 2:1, терміном на 2 естральних цикли. Запліднення 
реєструють за допомогою вагінальних мазків. Половину вагітних самиць піддають ентаназії 
на 17-21 день вагітності, на розтині підраховують кількість жовтих тіл в яєчниках, місць ім­
плантації в матці і кількість живих і загиблих плодів. На основі цих даних встановлюють рі­
вень перед- та постімплантаційпої смертності зародків. Крім того, підраховують індекс пло­
дючості та індекс вагітності: 

індекс = кількість запліднених самок • ЮОУ 
плодючості кількість самок, парованих із самцями 
індекс = кількість вагітних самок , ^ 0/ 
вагітності ~ кількість запліднених самок 
Половину самиць залишають до пологів і спостерігають за фізичним розвитком потомства 

до закінчення періоду вигодовування. 
Необхідно мати на увазі, що пригнічення репродуктивної функції при тривалому введенні 

деяких фармакологічних речовин може бути обумовлено не лише порушеннями гаметогене­
зу, а й багатьма іншими причинами (зміна ендокринної функції, статевих залоз, гіпофіза, над­
ниркових залоз, ураження гіпоталамуса, деяких інших центрів головного мозку і т.п.). Тому, 
якщо під дією тестованої речовини виникають порушення плодовитості тварин, необхідно 
з'ясувати, залежить це від патології спермато- чи оогенезу, або від інших причин, використо­
вуючи існуючі методи виявлення ушкоджуючої дії хімічних сполук на спермато- і оогенез. Ви­
бір конкретних методів дослідження проводиться експериментатором. 

7. Методи дослідження хромосом в гаметогенезі ссавців 

Вивчення хромосом під час гаметогенезу, на послідовних стадіях нормального і патологічно­
го ембріогенезу, є одним з ефективних підходів до пізнання механізмів реалізації генетичної ін­
формації в індивідуальному розвитку. Ці досліди можуть дати істотні відомості про механізм 
иерозходження хромосом, які спричиняють зміни каріотипу, що лежать в основі хромосомних 
захворювань, а також дозволяють тестувати мутагенну активність різних хімічних речовин. 

При роботі з суспензіями клітин потрібно мати холодильник (0-4°С), термостат (37°С), бі­
нокулярну лупу МБС-1 або МБС-2. Для деяких методик необхідна центрифуга з регульова­
ною швидкістю обертів (500-1500 об./хв). Весь посуд (пробірки, предметні скельця, трубки, 
з яких виготовляють мікропіпетки, та ін.) має бути з якісного скла. Перед використанням ио-
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суд ретельно миють пральним порошком в гарячій воді, потім добре промивають проточною і 
дистильованою водою та зберігають в суміші спирту і ефіру або дистильованій воді. 

Реактиви (метиловий та етиловий спирти, льодяна оцтова кислота та ін.) треба брати най­
вищої якості, при чому доцільно піддавати їх додатковій очистці, що значно впливає на успіх 
роботи. Особливо важливо мати досить зневоднену льодяну оцтову кислоту і абсолютний 
спирт. Для забарвлення хромосом використовувають орссїн фірми "Gurr" або "Merck". 

Більшість робочих розчинів доводиться готувати безпосередньо перед використанням, тіль­
ки деякі з них можуть зберігатися тривалий час. Готують такі робочі розчини: 

1. Гіпотонічний розчин - 0,9%-ий водний розчин тризаміщеного цитрату натрію. Краще цей 
розчин готувати перед використанням, хоч можна використовувати розчин дво-, триденної 
давності. 

2. Фіксатор. Змішати абсолютний метиловий спирт і льодяну оцтову кислоту в співвідно­
шенні 3:1. Фіксуючу суміш необхідно завжди готувати безпосередньо перед використанням. 
Спирт зберігають в холодильнику при температурі 0°С, бо, змішуючи раніше охолоджений 
спирт з оцтовою кислотою, отримують фіксатор оптимальної температури. 

3. Фіксатор для сім'яників. Безпосередньо перед використанням змішати охолоджений ме­
тиловий спирт, льодяну оцтову кислоту і хлороформ в співвідношенні 30:10:1. 

4. Розчин для розм'якшування. Для сім'яників: змішати льодяну оцтову кислоту з 50% мо­
лочною кислотою в співвідношенні 3:1 або 4:1. Для зародків - змішати льодяну оцтову кисло­
ту з 50% молочною кислотою в співвідношенні 3:2 або 3:1. 

Розчин для розм'якшування готують в малих кількостях, безпосередньо перед використан­
ням, через 1-2 години розчин стає повністю непридатний. 

5. Оцтово-кислий орсеїи (ацеторсеїн). Розчинити 2 г орсеїну в 100 мл 50% оцтової кислоти. 
Перед використанням обов'язково профільтрувати. Оцтовий орсеїн може зберігатися в тем­
ному посуді з притертою пробкою кілька місяців. 

6. Молочно-оцтовий орсеїи - змішати в співвідношенні 1:1 льодяну оцтову кислоту і 50 60% 
молочну кислоту, обережно підігріти до 70-80° і додати орсеїн (з розрахунку 2-3 г на 100 мл 
суміші кислот). Необхідно помішувати до повного розчинення орсеїну, остудити, залишити на 
ніч, відфільтрувати і зберігати в темному посуді з притертою пробкою. Фарба зберігається доб­
ре. Перед використанням її обов'язково фільтрують. Для приготування тимчасових препаратів 
на предметне скло наносять кілька крапель свіжовідфільтрованої фарби і накривають покрив­
ним склом. Через кілька хвилин хромосоми фарбуються і препарат стає придатним для мікрос­
копічного аналізу. Такий препарат може зберігатися в холодильнику кілька днів. Щоб перевес­
ти тимчасовий препарат в постійний, необхідно, не зачіпаючи покривного скла, помістити 
предметне скло у вертикальному положенні в 50% оцтову кислоту. Коли покривне скло спов­
зе, сполоснути препарат в 70% спирті, провести по спиртах висхідної міцності і помістити в еу-
парал (з абсолютного спирту) або провести через ксилол і помістити у канадський бальзам. 

7. Розчин колхіцину або колцеміду. Зручно приготувати маточний 1% розчин у дистильованій 
воді. Перед використанням з нього готують 0,02% розчин. Мишам і щурам колхіцин вводять 
інтраперитонеально з розрахунку 0,01-0,02 мг на 1г маси тіла тварини. 

8. Фізіологічні (ізотонічні) розчини - краще використовувати готові середовища (розчин 
Хенкса, середовище 199 та ін.), можна використовувати розчин Рингера, але при роботі з ран­
німи зародками цього робити не рекомендується. 

7. / . Метод приготування хромосомних препаратів 
з чоловічих статевих залоз 

Метод приготування-мейотичних хромосом чоловічих статевих залоз мишей та інших дріб­
них тварин розроблено в лабораторії C.E.Ford. 
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За 1,5 год до розтину миші ввести розчин колхіцину (колцеміду). Знеживити мишу, швидко 
видалити тестикул і помістити в чашку Петрі з теплим ізотонічним розчином. Очистити тести-
кул від жиру, розрізати капсулу, видалити пінцетом сім'яні канальні і розірвати їх на шматоч­
ки. Оптимальні результати залежать від того, наскільки вдало були подрібнені сім'яні каналь­
ні. При дуже сильному подрібненні в препаратах можуть траплятися шматочки канальців, а 
при недостатньо повному подрібненні канальців кількість клітин в препаратах зменшується. 
Особливо це впливає на снерматогонії, які залишаються в незруйновапих шматочках сім'яних 
канальців. Перенести вміст канальців до центрифужної пробірки ємностю 4 мл і обережно роз-
пінетирувати. Потім центрифугувати 15 с при 500 об./хв для того, щоб осадити крупні 
шматочки канальців. Перенести надосадову рідину в чисту пробірку і центрифугувати 5 хв зі 
швидкістю 500 об./хв. Злити надосадову рідину, залишивши в пробірці мінімальний її об'єм. 
Ресусиендувати клітини в цій рідині і добавити в пробірку приблизно 3 мл 1%-ого розчину 
цитрату натрію. Залишити на 10 хв, часом легко струшуючи пробірку. Відцентрифугувати 
(500 об./хв) 5 хв. Ретельно злити (всю!) надосадову рідину, а осад зафіксувати сумішшю абсо­
лютного етилового спирту, льодяної оцтової кислоти і хлороформу в співвідношенні 45:15:1. 
Можливі два варіанти фіксації, тому ще перед гіпотонізацією весь матеріал краще розділити па 
дві порції і фіксувати одним та другим способами. Можна швидко налити 0,5 мл фіксатора без­
посередньо на осад, постукуючи пальцем по пробірці. Після чого наливають в пробірку приб­
лизно 1,5 мл фіксатора, потім 3 хв центрифугують (500 об./хв) і двічі змінюють фіксатор. 

Можна обережно влити 2 мл фіксатора по стінці пробірки і одразу вилити його. Потім ресус­
иендувати клітини і ще раз долити 1,5 мл свіжого фіксатора. Відцентрифугувати, видалити надо­
садову рідину, ресусиендувати клітини в мінімальному об'ємі фіксатора, що залишився, ще раз 
долити свіжу порцію фіксатора, залишити на 15 хв, потім повторити описану процедуру ше раз. 

Оптимальна фіксація клітин досягається першим способом, коли фіксатор наливають у сус­
пензію клітин і активно її перемішують. Однак при цьому багато клітин руйнується і втрача­
ються мейотичні та мітотичні хромосоми. Щоб уникнути цього вдаються до другого способу 
фіксації, але потрібно слідкувати, щоб клітинний осад на дні пробірки не був товщим ніж 
2 мм, інакше якість хромосомних препаратів буде низькою. 

Через 1-3 год після фіксації ще раз центрифугувати суспензію, злити надосадову рідину, ре­
сусиендувати і налити в пробірку 0,5 мл свіжого фіксатора. Набрати в мікропіиетку необхід­
ну кількість суспензії клітин і нанести на чисте знежирене предметне скло. Коли фіксатор 
почне підсихати, обережно подути на скло. 

Для отримання хороших препаратів краще працювати з досить рідкою суспензією клітин. 
Після висихання перших крапель на предметне скло можна нанести ще кілька крапель сус­
пензії клітин, слідкуючи, щоб краплі розтікались по склу і швидко висихали. 

Для отримання хороших препаратів хромосом на стадії анафази І або анафази II потрібно 
або не користуватися гіпотонічним розчином, або тримати сім'яні канальні в ньому не довше 
2 хв. Оптимальна концентрація цитрату натрію і тривалість дії гіпотонічного розчину підби­
раються залежно від виду тварин. 

Метод C.E.Ford та співробітників дає добрі результати, однак, як справедливо вказують ав­
тори даного методу, ці технічні прийоми не дають можливості дослідити мітози сиерматого-
ній і непридатні для початкових стадій мейозу. Річ у тім, що при приготуванні з нефіксова-
них канальців суспензії ізольованих клітин і при дії гіпотонії відбувається втрата більшості 
сиерматогоній під час метафази мейозу, а при центрифугуванні та зміні фіксатора легко руй­
нуються і втрачаються сперматоцити на стадії метафази II. У наведеній нижче методиці (Ди-
бан, 1970) вилучено джерела можливих втрат клітин, що дозволяє працювати з дуже невели­
кою кількістю тканини та вивчати тонку будову хромосом протягом всього періоду сперма­
тогенезу. 

За 1-2 год до розтину ввести тварині колхіцин (колцемід). Вирізати сім'яники, помістити 
їх в гіпотонічний розчин (при кімнатній температурі) і після видалення капсули ирепару-
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вальними голками звільнити звивисті сім'яні канальці. Через 5-7 хв матеріал перенести до 
посуду із свіжоприготованою і охолодженою до 0°С вищезазначеною фіксуючою сумішшю 
(краще користуватися невеликими скляними бюксами з кришками). Фіксатор обережно 
збовтати, швидко злити і долити в посуд нову порцію фіксуючої суміші. Об'єм фіксатора по­
винен перевищувати об'єм тканини, що фіксується, не менше ніж у 10 разів. Повторити цю 
процедуру 5-6 разів. Залишити матеріал в останній порції фіксатора в закритому посуді на 
ніч при 0°С. Тканини сім'яника можна зберігати понад тиждень при 4"С, періодично замі­
нюючи фіксуючу суміш. Приступаючи безпосередньо до приготування хромосомних препа­
ратів, невелику кількість зафіксованого матеріалу перенести в маленьку склянку, в яку до­
лито кілька крапель суміші для розм'якшування, і залишити на 4-5 хв. Обережно розміша­
ти вміст препарувальною голкою. Мікропіпеткою перенести на чисте знежирене предметне 
скло кілька крапель суспензії клітин і дати їм розтектися по поверхні. Не допускаючи виси­
хання (слідкувати за появою в центрі краплин, що розтікаються, матових кілець), нанести 
зверху кілька крапель фіксуючої суміші, після чого швидко додати 2-3 краплі абсолютного 
метилового спирту. Подути, сушити під електричною лампою, фарбувати молочно-оцтовим 
орсеїном. 

7.2. Приготування хромосомних препаратів жіночих гамет 

У ссавців початкові фази мейозу в оогенезі (від лептотени до диктіотени) відбуваються ще 
під час виутрішньоутробного періоду розвитку, тобто ці фази треба досліджувати в яєчниках 
плодів. Оскільки статеві залози в цей час мають дуже щільну консистенцію, вдаються до ком­
бінованої дії на яєчники гіпотонічних розчинів і ферментів, тобто води з додаванням криста­
лічного трипсину. 

Препарований яєчник плодів щура або миші цілком занурюють у насичений розчин трип­
сину в дистильованій воді (звичайно на 15-25 хв при температурі 37°С). Для цього підхо­
дить невеликий скляний посуд діаметром і висотою близько 1 см, наприклад, відрізане ден­
це від пробірок. Під контролем бінокулярної лупи обережно відсмоктують мікропіпеткою 
розчин трипсину, звертаючи увагу на те, щоб не втратити яєчник, потім наливають в посу­
дину гіпотонічний розчин цитрату натрію, прополіскують яєчники і кілька разів міняють 
розчин. Тривалість ирополоскування цитратом близько 2-3 хв. Потім наливають у посуд 
фіксатор і через 2-3 хв міняють його. Цю процедуру повторюють 3-5 разів, після чого 
яєчник переносять у свіжу порцію фіксатора і залишають в закритому посуді (наприклад, у 
бюксі з кришкою) на ніч при температурі 4°С. Зранку можна з яєчника готувати препарати. 
Для розм'якшування тканин яєчника використовують суміш молочної і оцтової кислот в 
співвідношенні 1:2. Інші етапи такі ж, як при приготуванні препаратів з сім'яників за мето­
дом А.П.Дибана (1970). 

Діакінез і метафазу І досліджують в овульованих незапліднених яйцеклітинах, закінчення 
другого поділу дозрівання - в запліднених яйцеклітинах. 

Для отримання великої кількості яйцеклітин застосовують індуковану суперовуляцію. Для 
цього миніам вводять 5 МО сироватки жеребої кобили (СЖК) і через 48 год 5 МО хоріально-
го гонадотропіну. Для дослідження метафази І самиць розтинають через 7-Ю год після дру­
гої ін'єкції. Яєчник відсепаровують, вміщують у фізіологічний розчин і під контролем біноку­
лярної лупи проколюють Граафові пухирці. Ооцити переносять в нову порцію фізіологічного 
розчину з додаванням кристалічної гіалуронідази і після промивки чистим фізіологічним роз­
чином готують хромосомні препарати за методом Тарковського. 

Дослідження метафази II проводять через 12-16 год після другої ін'єкції. У цей час овуль-
овані яйцеклітини вже знаходяться в ампулярній частині яйцеводу. Тому для отримання яй­
цеклітин обережно виділяють яйцеводи і препарувальними голками розривають розшире­
ний ампулярний кінець. Оточені фолікулярним епітелієм яйцеклітини вміщують у теплий 
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фізіологічний розчин з кристаликами гіалуронідази і потім готують препарати за методом 
Тарковського. 

Метафазу І можна також досліджувати в незапліднених яйцеклітинах, які культивують in vitro 
за методом Едвардса. З цією метою вирізають шматочок яєчника і кілька раз промивають його 
теплим фізіологічним розчином. Під контролем бінокулярної лупи виділяють кілька Граафових 
пухирців і поміщають їх у середовище 199 з додаванням 15%-ної інактивованої телячої сироват­
ки і антибіотиків (пеніциліну, стрептоміцину - 100 ОД/мл, гепарину 1 ОД/мл і 5%-го фосфатно­
го буфера - рН 7,0) Для отримання ооцита належить проколоти фолікул, і ооцит перенести в сві­
жу порцію поживного середовища без гепарину, яка містить замість фосфатного буфера бікарбо­
нат натрію. За допомогою мікропіпетки яйцеклітину поміщають у краплю поживного середови­
ща в чашці Петрі під шар парафінового масла (стерильно) і культивують в термостаті (37°С) у су­
міші повітря з 5% С02. Через різні проміжки часу від початку культивування яйцеклітини вико­
ристовують для приготування хромосомних препаратів за методом Тарковського. 

8. Основні поняття та терміни 

Атретичне тіло - утворюється в результаті розростання клітин внутрішньої теки після атре­
зії фолікула яєчника, що росте. 

Блютпункт - точечний крововилив 
Ембріотоксичність - це потенційна можливість сполуки чинити ушкоджуючу дію на потом­

ство, що проявляється підвищеною ембріональною смертністю на різних стадіях розвитку 
(ембріолетальна дія), або виникненням вад розвитку та відхилень від норми в постнатально-
му періоді (тератогенна дія). 

Гонади - органи, в яких утворюються статеві клітини; розрізняють Г. жіночі (ясчники) та 
чоловічі (яєчка). 

Гонадотоксичність - властивість речовини токсично діяти на статеві залози (гонади). 
Диктіотена - специфічна стадія мейозу жіночих статевих клітин, що настає після закінчен­

ня профази. 
Жовте тіло - тимчасова ендокринна залоза, що періодично формується у яєчнику на місці 

післяовуляторного фолікула. 
Жовте тіло вагітності - жовте тіло, яке функціонує в яєчнику протягом усього періоду ва­

гітності. 
Імплантація - занурення зародка в слизову оболонку матки. 
Лактація - процес виділення молока молочною залозою. 
Лептотена - перша стадія профази мейозу, у якій в ядрах гаметоцитів першого порядку з'яв­

ляються хромосоми, що мають вигляд тонких ниток. 
Органогенез - сукупність процесів формування та розвитку органів. 
Примордіальний фолікул - первинний ооцит на стадії диплотени профази мейозу в ото­

ченні одного шару плоских фолікулярних клітин. 
Сперматогенез - розвиток чоловічих статевих клітин - сперматозоїдів, здійснюється в зви­

вистих сім'яних канальцях яєчка. 
Снерматоцити - проміжні клітинні форми, що виникають у процесі сперматогенезу; розріз­

няють первинні та вторинні С; первинні утворюються із сперматогоній при їх диференцію­
ванні під впливом тестостерону; вторинні С розвиваються із первинних по завершенні ними 
першого (редукційного) поділу. 

Фолікул яєчника - загальна назва структур паренхіми яєчника, що складається з ооцита, 
оточеного фолікулярним епітелієм. 

Фолікул яєчника третинний (Граафів пухирець) - великий фолікул яєчника, готовий до 
овуляції. 
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ДОКЛШІЧНЕ ВИВЧЕННЯ ВПЛИВУ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ, 
ЩО ЗАСТОСОВУЮТЬСЯ ПІД ЧАС ВАГІТНОСТІ, 

НА НЕЙРОЕНДОКРИННІ СИСТЕМИ РЕГУЛЯЦІЇ РЕПРОДУКЦІЇ 
ТА АДАПТАЦІЇ У НАЩАДКІВ 

Резніков О.Г., 
Носенко Н.Д. 

Перелік скорочень 

АКТГ - адрепокортикотропний гормон 
ГГНС - система гіпоталамус-гіпофіз-кора надниркових залоз 
ДА - дофамін 
І1-ГКС - 11-гідроксикортикостероїди 
ЛГ - люте'шізуючий гормон 
ЛГ-РГ - ЛГ-рилізинг-гормон 
МБГ - медіобазальний гіпоталамус 
МПЯ - мєдіально-преоптичне ядро 
МПТ - а-метил-пара-тирозин 
НА - норадрепалін 
ПД ~ преоптична ділянка 
СДМ - статева диференціація мозку 
СХЯ - супрахіазматичне ядро 
Т - тестостерон 
ФСГ - фолікулостимулюючий гормон 

Вступ 

Методичні рекомендації складено згідно з Правилами до клінічної оцінки нешкідливості 
фармакологічних засобів (GLP) та матеріалів Міжнародної організації із стандартизації 
(ISO). При підготовці рекомендацій враховували досвід експериментальних та клінічних дос­
ліджень в Україні та зарубіжних країнах стосовно віддалених наслідків виливу різних хіміч­
них сполук та лікарських засобів, що застосовуються під час вагітності, на розвиток нейроен­
докринних систем репродукції та адаптації у нащадків. Як головний об'єкт вивчення адап­
тивних реакцій обрано систему гіпоталамус-гіпофіз-кора надниркових залоз (ГГНС), яка за­
безпечує перебіг загального адаптаційного синдрому. 

Виявлення цих потенційно небезпечних препаратів на стадії доклінічних досліджень править 
за протипоказання для їх клінічного застосування. Однак відсутність тератогенного ефекту не 
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виключає можливості виникнення тяжких функціональних розладів з боку репродуктивних та 
адаптаційних функцій і загальної неспецифічної резистентності організму, які виявляються у 
нащадків лише по досягненні зрілого віку у вигляді безпліддя, аномалій статевої поведінки, 
послабленої реактивності ГГНС. Як правило, причиною цих розладів є порушення нормально­
го процесу розвитку нейроендокринних центрів головного мозку. Численні наукові дані свід­
чать про те, що деякі фармакологічні речовини і ксенобіотики негативно впливають на розви­
ток плоду і здійснюють ембріолетальну, тератогенну, ембріотоксичну та фетотоксичну дію. 

У сучасній медицині перелік лікарських засобів, які призначають жінкам під час вагітності, 
вкрай обмежений. Проте, за наявності медичних показань (загроза переривання вагітносгі та 
викидня, артеріальна гіпертензія, незадовільний стан плоду, нейровегетативні розлади, неф­
ропатія, серцева недостатність та інші види екстрагенітальної патології у вагітних тощо), ви­
мушено призначають гормональні, протисудомні, гіпотензивні, седативні, кардіотропні засо­
би, антибіотики, вітамінно-мінеральні комплексні препарати. 

Виявлення цих порушень в дослідженнях на тваринах потребує спеціальних експеримен­
тальних підходів. Воно сприятиме своєчасному попередженню застосування під час вагітнос­
ті фармакологічних препаратів, які с потенційно небезпечними для розвитку плоду. Доклініч-
ній перевірці нешкідливості потенційних лікарських засобів згідно з даними рекомендаціями 
підлягають в першу чергу стероїдні гормони (гестагени, андрогени, естрогени, глюкокортико-
їди), їх агоністи та антагоністи, а також психо- та нейротропні препарати. 

1. Загальні положення досліджень 

/./. Тварини 

Дослідження проводять на ссавцях (щурах, мишах, кролях, золотистих хом'ячках, морських 
свинках), враховуючи особливості будови та функції їх репродуктивної системи та ГГНС. 
Найбільш придатними є білі щурі (лінійні або інбредні), тому що вони мають однаковий з лю­
диною тип плаценти (гемохоріальний), а також завдяки коротким термінам вагітності (21-22 
доби), статевого дозрівання (40-45 діб) і естрального циклу (4-5 діб). При вивченні виливу 
фармакологічних речовин на розвиток нейроендокринної системи репродукції є можливість 
вводити їх не тільки під час вагітності, а й новонародженим щурам і мишам, оскільки статева 
диференціація мозку (СДМ) в них, на відміну відлюдний, завершується протягом перших діб 
після народження. Це дещо спрощує проведення таких експериментів. 

Існують чітко виражені статеві відмінності нейроендокринної регуляції репродуктивних 
функцій (циклічний характер у самок, ациклічний - у самців) та стрес-реактивності ГГНС 
(більш висока у самок). Тому досліджувана патологія має різні прояви у особин жіночої і чо­
ловічої статі. Це зумовлює необхідність проведення експериментів на тваринах обох статей. 

1.2. Утримання та формування груп тварин 

Обов'язковою передумовою утримання тварин є постійна температура та достатня вентиля­
ція приміщення, регулярний світловий режим, повноцінне харчування, запобігання стресо­
вим чинникам. 

Для проведення експериментів необхідно мати самок з датованою вагітністю. Для заплід­
нення відбирають статевозрілих самок щурів масою тіла 180-220 г з регулярним естральним 
циклом. Перед цим протягом 2-х тижнів проводять мікроскопічне дослідження вагінальних 
мазків. Самок, які знаходяться в стадії еструсу чи проеструсу, підсаджують до статевозрілих 
самців у співвідношенні 2:1. Наявність сперматозоїдів у вагінальних мазках, взятих вранці 
наступного дня, свідчить про настання вагітності (1-й день). За відсутності сперматозоїдів у 
вагінальних мазках самок залишають у клітці з самцем ще на одну добу за умови, що перша 
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підсадка була зроблена в стадії проеструсу. З 15-ої доби вагітності щурів утримують поодин­
ці в окремій клітці. 

З вагітних щурів формують 2 групи тварин: одна - для введення досліджуваної речовини 
(дослідна), друга - для введення розчинника або носія (контрольна). У разі вивчення репро­
дуктивних функцій у нащадків у кожній групі має бути не менш як по 10 вагітних щурів, тоді 
як для вивчення стану ГГНС достатньо мати по 5 самиць. 

Важливе значения має приблизно однакова кількість новонароджених щурят (не більше 6-8), 
які годуються однією матір'ю. Тому на 5-6-у добу після пологів проводять відповідний перероз­
поділ щурят в межах однієї групи (дослідної або контрольної) з урахуванням дати народження. 

Через місяць після народження молодих щурів сортирують за статтю, маркирують і розмі­
щують по 5 тварин в клітці. З новонароджених або молодих нащадків формують основні гру­
пи тварин для подальших досліджень. Кількість тварин визначається залежно від конкретної 
мети та об'єкту дослідження. Для отримання репрезентативних даних рекомендується форму­
вати дослідні і відповідні контрольні групи з нащадків одного приплоду. 

1.3. Дози і способи введення фармакологічних препаратів 

При проведенні даного виду досліджень можна обмежитись однією дозою фармакологічно­
го препарату, розраховуючи її на одиницю маси тіла вагітної самки. Використовується макси­
мально ефективна терапевтична доза для даного виду тварин з урахуванням можливої 
побічної дії на організм матері і плода. Погіршення загального стану вагітної тварини, заги­
бель чи затримка соматичного розвитку ембріонів і плодів зумовлює необхідність зниження 
дози. Також треба враховувати кумулятивні властивості досліджуваної речовини, тривалість 
та спосіб її введення. Лімітуючими факторами можуть бути токсичність розчинника та об'єм 
розчину чи іншої лікарської форми. 

При введенні фармакологічного препарату вагітним тваринам обирають той спосіб, який 
пропонується для клінічного застосування. За умови, якщо цей спосіб не можливо використа­
ти в експерименті, дослідник може обрати інший шлях. Перевагу надають підшкірному і внут-
рішньом'язовому способам введення перед іншими, які викликають більш виражений стрес. 
Якщо об'єм препарату для ін'єкції разової дози є надмірним, рекомендується вводити його 
частками у різні місця тіла. Кількість введень препарату протягом доби залежить від фарма-
кокінетичиих характеристик досліджуваної речовини. Надзвичайно обережною поводження 
під час введення препаратів потребують новонароджені тварини. Препарати вводять під шкі­
ру спини, об'єм розчину не повинен перевищувати 0,05 мл, в крайньому випадку 0,1 мл. 

1.4. Терміни введення фармакологічних препаратів 

Після завершення органогенезу в період внутрішньоутробного розвитку ембріону почина­
ється складний процес диференціації та дозрівання иейро-ендокринних центрів регуляції фі­
зіологічних функцій. Цей процес контролюється гормонами, нейромедіаторами та іншими бі­
ологічно активними речовинами, які програмують подальпіий розвиток мозку | 1 | . Саме в ці 
критичні періоди онтогенезу виявляється найбільша чутливість незрілих нейроендокринних 
систем репродукції та адаптації до ушкоджуючого виливу нейротропних, гормональних речо­
вин, їх агоністів та антагоністів. Критичний період СДМ у людей, кролів, морських свинок, зо­
лотистих хом'яків припадає на середину або кінець вагітності, а у щурів і мишей - на кінець 
вагітності та перший тиждень після народження. 

Беручи до уваги хронологічну послідовність розвитку нейроендокринних систем в ранньо­
му онтогенезі ссавців та наявність критичних періодів цього розвитку, досліджувані препара­
ти вводять вагітним щурам, починаючи з 15-ої доби до кінця вагітності, а новонародженим -
протягом першого тижня постнатального життя. 
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1.5. Строки та об'єкти досліджень 

Основні дослідження стану нейроендокринних систем репродукції і ГШС проводять на ста­
тевозрілих (3-6 міс) тваринах. Для додаткових поглиблених досліджень використовують щу­
рів раннього иостнатального віку (7-10 діб). Залежно від конкретної мети досліджень та віку 
тварин, об'єктами досліджень є головний мозок, гіпофіз, гонади та інші органи статевої систе­
ми, надниркові залози, кров. 

Чутливими показниками нейроендокринних розладів є вміст та метаболізм нейротрапеміт-
терів, стероїдних гормонів, нейропептидів, а також стан системи гормональних рецепторів у 
дискретних ділянках мозку, причетних до нейроендокринної регуляції статевої поведінки, 
процесів репродукції та адаптації, у співставленні з морфологічними характеристиками дос­
ліджуваних структур. Гістологічні дослідження гіпофіза, кори надниркових залоз, органів ста­
тевої системи дають цінну інформацію про їх функціональний стан, який залежить від нейро­
ендокринної регуляції. Вони доповнюються результатами вимірювань біохімічних показників 
у тканинах. Кров використовують для визначення в ній вмісту гормонів. 

Всі морфологічні та функціональні дослідження у самок проводять з обов'язковим ураху­
ванням стадії естрального циклу, яку визначають шляхом світлової мікроскопії вагінальних 
мазків. 

Окрім базальних показників, які вивчаються в умовах фізіологічного спокою, використовують 
різноманітні функціональні тести, результати яких дають змоіу оцінити стан негативних і пози­
тивних зворотних гормональних зв'язків у гіпоталамо-гіпофізарно-гонадній системі та ГГНС, 
реактивність і функціональні резерви центральної нервової системи та ендокринних залоз. 

Для оцінки безпечності препаратів у даному аспекті обов'язковим слід вважати додержання 
рекомендацій, викладених у п.п. 2.1.1, 2.1.3, 2.2.1, 2.2.3, 3.1 та 3.3. 

2. Дослідження впливу фармакологічних препаратів на 
нейроендокринну регуляцію репродуктивної функції 

2.1. Основні критерії порушень нейроендокринної регуляції 
репродуктивної функції у самок 

2.1.1. Морфологічна характеристика та функціональний стан 
органів статевої системи 

Одразу після народження піддослідних тварин слід звертати увагу на аногенітальну від­
стань. Зменшення її у самців та збільшення - у самок є ознакою тератогенності відносно ста­
тевої системи і робить недоцільними подальші дослідження згідно з даними методичними ре­
комендаціями. За відсутності цих ознак експеримент продовжують. 

Першою видимою ознакою порушення нейроендокринної регуляції репродуктивної системи 
під впливом фармакологічного препарату нерідко є зміна темпу статевого дозрівання. Завер-
шення пубсртації у самок щурів досить легко визначається часом відкриття піхви. Для цього 
тварин дослідної та контрольної груп (по 10 тварин у кожній) щоденно обстежують, починаю­
чи з 30-ої доби життя. Строки відкриття піхви залежать від лінії щурів, умов їх утримання і ре­
гулярності світлового режиму. Наприклад, у щурів лінії Вістар воно відбувається в середньо­
му на 41 ±2 добу життя. Зазвичай, перша овуляція настає наступного дня після відкриття піх­
ви, що супроводжується першою тічкою. Згодом встановлюється регулярний естральний цикл. 

Передчасне чи затримане відкриття піхви є ймовірним свідченням нейроендокринних пору­
шень. При тяжких формах порушень СДМ у самок за чоловічим типом (маскулінізація моз­
ку) піхва може взагалі не відкритися. Проте необхідно підкреслити, що відсутність цих змін 
ще не є підставою для припинення подальших досліджень на дорослих тваринах. 
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У щурів віком 3-5 міс вивчають тривалість та структуру естральних циклів за даними світ­
лової мікроскопії вагінальних мазків протягом 3 циклів (12-15 діб). Мазки беруть у першій 
половині дня, бажано в один і той же час, використовуючи зволожені дистильованою водою 
або фізіологічним розчином ватні тампони на сірнику. За цитологічним складом визначають 
стадії циклу (проеструс, еструс, метаеструс, діеструс). 

Порушення статевої циклічності виявляється як зміна структури та тривалості циклу за ра­
хунок подовження стадії еструсу або діеструсу. При важких формах нейроендокринних роз­
ладів естральні цикли відсутні, проявом чого є персистентний еструс чи діеструс. Передчасне 
відкриття вапни та стан персистентного еструсу є типовими проявами порушень СДМ. 

Після завершення дослідження статевої циклічності контрольних і піддослідних самок (у 
відповідній стадії естрального циклу) зважують і знеживлюють під легким ефірним нарко­
зом інляхом декапітації. Кров, що витікає з судин шиї, збирають у центрифужні пробірки, які 
містять одну краплю розведеного фізіологічним розчином (1:2) офіцінального розчину гепа­
рину для ін'єкцій. Аліквоти плазми використовують для подальшого визначення вмісту гор­
монів. 

На розтині вилучають і зважують яєчники і матку (до та після видавлювання з неї рідини). 
Ці органи фіксують у рідині Буена або Карнуа з метою гістологічного вивчення за загальноп­
рийнятою методикою [2]. Доцільно також використати органи цих тварин (головний мозок, 
гіпофіз, надниркові залози) для додаткових біохімічних та гістологічних досліджень. 

У тварин з порушеною нейроендокринною регуляцією оваріального циклу, яка призводить 
до ановуляторного стану, спостерігається атрофія яєчників, розростання в них сполучної тка­
нини, відсутність справжніх жовтих тіл з численними крупними, але незрілими фолікулами, 
поодинокими або численними фолікулярними кістами. Маса матки, як правило, зменшуєть­
ся, спостерігається гіпертрофія та гіперплазія поверхневого епітелію ендометрія матки, повер­
хня ендометрія згладжена, залози розвинуті недостатньо. 

У плазмі крові вимірюють вміст основних статевих гормонів - естрадіолу та прогестерону -
за допомогою радіоімунолргічного чи імуноферментного методів. Для цього придатні комер­
ційні набори реагентів, які призначені для визначення відповідних гормонів у плазмі крові 
людини. Суттєвим доповненням до одержаних результатів можуть бути дані про рівень у 
плазмі крові гонадотропних гормонів гіпофіза - лютеїнізуючого (ЛГ) та фолікулостимулюю-
чого (ФСГ). Проте слід враховувати, що через видові розбіжності будови та імунореактив-
ності, комерційні набори для визначення гонадотронінів у людини неможливо використову­
вати для цих досліджень у тварин. 

Якщо в розпорядженні експериментатора немає видоспецифічних реагентів (наборів) для 
визначення концентрації імунореактивних гонадотронінів, можна застосувати методику виз­
начення біологічно активного ЛГ в плазмі крові [3|. Реєструють як базальні рівні гормонів у 
міжтечковий період, так і наявність їх коливань згідно стадіям естрального циклу. Стан ано-
вуляції у щурів супроводжується дещо підвищеним базальним рівнем ЛГ, зниженням рівня 
прогестерону, відсутністю преовуляторного викиду гонадотропних та статевих стероїдних 
гормонів. 

2.1.2. Оцінка регуляції секреції гонадотропних гормонів 

Порушення морфологічної будови, генеративної та ендокринної функцій яєчників у щурів, 
які зазнали впливу фармакологічних препаратів під час внутрішньоутробного або раннього 
постнатального розвитку, може бути наслідком їх прямої гонадотоксичної дії або нейроендок­
ринних розладів. Для того, щоб диференціювати ці два механізми, потрібні спеціальні дослід­
ження. Надійним доказом нейроендокринних порушень є результат тестування гіпоталаміч-
ної регуляції секреції ЛГ. 

Регуляція секреції ЛГ у ссавців здійснюється шляхом негативного та позитивного зворот­
них зв'язків між гіпоталамо-гіпофізарною системою та яєчниками. За головний гормональ-
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ний сигнал для гальмування чи активізації послідовної секреції ЛГ-рилізинг-гормону (ЛГ-
РГ) та ЛГ править рівень естрогенів у крові. Стимуляція естрогенами секреції ЛГ наприкінці 
фолікулярної фази оваріального циклу є обов'язковою передумовою овуляції. Одночасне по­
рушення позитивного і негативного зворотних зв'язків в системі нейроендокринної регуляції 
репродукції є найважливішою ознакою ушкодження СДМ та ановуляції. 

Для тестування порушень секреції гонадотропінів за механізмом негативного зворотного 
зв'язку можна рекомендувати кілька методів. Найпростіший з них полягає у вивченні ступе­
ня компенсаторної гіпертрофії яєчника після геміоваріектомії [1]. У інтактних (контрольних 
тварин) це мас призводити до збільшення маси яєчника за рахунок підвищення рівня гонадот­
ропінів у крові. Ступінь цього підвищення збільшується у разі двосторонньої оваріектомії. 
Паралельне вимірювання концентрації ЛГ в плазмі крові або сумарної гонадотропної актив­
ності в гомогенаті аденогіпофіза (через 3-5 діб після операції) надає більш точну інформацію 
про стан негативного зворотного зв'язку. Найбільш чіткі результати експериментів з компен­
саторною гіпертрофією яєчників демонструють, якщо операція виконується на молодих тва­
ринах, наприклад, у 2-місячному віці. 

Інший підхід для вивчення негативного зворотного зв'язку полягає у гальмуванні секреції 
гонадотропінів під впливом естрогенів. У статевозрілих піддослідних та контрольних самок 
видаляють яєчники. Через тиждень після операції їм вводять під шкіру одноразово естрадіо-
лу бензоат в дозі 3-5 мкг на тварину. Через 24 год після ін'єкції збирають кров для визначен­
ня в ній концентрації ЛГ. Достовірна різниця між ступенем зменшення Л Г в плазмі крові у 
піддослідних і контрольних щурів свідчить про різну чутливість гіпоталамічних центрів ней­
роендокринної регуляції секреції ЛГ до гальмуючої дії естрогенів. 

Найбільш надійною ознакою збереження позитивного зворотного зв'язку в ланцюгу «естро-
гени-гонадотропіни» вважають підвищення рівня ЛГ у крові оваріектомованих щурів, яке 
настає після введення їм великої дози естрогену. Методика такого дослідження передбачає 
наступні маніпуляції. У піддослідних і контрольних тварин вилучають обидва яєчники. Через 
3-5 діб після операції одноразово підшкірно вводять естрадіолу бензоат в дозі 
15 мкг/100 г маси тіла. Треба також мати групи піддослідних і контрольних тварин, яким за­
мість естрадіолу бензоату вводять розчинник з метою подальшого визначення базального рів­
ня ЛГ в плазмі крові. Через 48 год після ін'єкції естрадіолу або розчинника забирають кров 
для визначення в ній концентрації ЛГ. В разі неадекватної реакції з боку ЛГ на естрогени у 
піддослідних тварин в порівнянні із контрольними роблять висновок про пошкодження пози­
тивного зворотного зв'язку. Обчислюють різницю між базальним рівнем ЛГ та після введен­
ня естрадіолу бензоату. 

Якщо у експериментатора відсутні технічні можливості для визначення рівня ЛГ у крові, 
рекомендується використати інші функціональні тести. Один з них полягає в тому, що ова-
ріектомованим у статевозрілому віці піддослідним та контрольним тваринам у передню ка­
меру ока імплантують половинку яєчника незрілої самки із где нерозкритою вагіною (36-38-
денного віку). Через 15 діб після операції трансплантат вилучають із камери ока і фіксують 
у розчині Буепа для гістологічного аналізу. Серійні зрізи фарбують гематоксилін-еозином, 
вивчають під мікроскопом кожний 10- 12-й зріз. Відсутність справжніх тіл у імплантовано­
му яєчнику свідчить про порушення регуляції секреції ЛГ за механізмом негативного зворот­
ного зв'язку. 

Оскільки деякі фармакологічні препарати за умов їх внутрішньоутробного або раннього ие-
онатального введення здатні змінювати чутливість гонадотропінів гіпофіза молодих і дорос­
лих щурів до гіпоталамічного ЛГ-РГ, доцільно провести відповідне дослідження. У піддослід­
них статевозрілих щурів і контрольних тварин у відповідній стадії естрального циклу під лег­
ким ефірним наркозом гострими ножицями надрізають під'язикову вену і відбирають зразки 
крові для визначення базального рівня ЛГ у плазмі. Одразу після цього їм вводять в вену хвос­
та 25 нг синтетичного ЛГ-РГ і через 15 хв повторно беруть кров з під'язикової вени з настуи-
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ним визначенням концентрації ЛГ у плазмі. Результати тесту оцінюють, порівнюючи приріст 
вмісту ЛГ над базальним його рівнем у піддослідних і контрольних тварин. 

У зв'язку з тим, що можливий різний рівень статевих гормонів у тварин піддослідної та 
контрольної груп обумовлює різну чутливість гонадотропоцитів аденогіпофіза до ЛГ-РГ, 
більш надійні результати отримують, якщо тестування проводять на попередньо оваріекто-
мованих щурах із наступною замісною терапією естрадіолу бензоатом (по 1 мкг протягом 
3-5 діб). 

2.1.3. Статева поведінка та плодючість 

Експериментальні та клінічні спостереження вказують на можливість появи гомо- або бісек-
суальиої поведінки як наслідок застосування під час вагітності дексаметазону, деяких синте­
тичних естрогенів, прогестипів та інших гормональних та антигормональних засобів. Харак­
теристика і механізми цих порушень найбільш ретельно вивчені у самок щурів, які в перші дні 
після народження піддавались навіть короткочасній дії препаратів, яким притаманна андро-
гешіа чи естрогенна активність. 

Статева поведінка у самок проявляється у вигляді нроцептивних та рецептивних реакцій. 
Останні виявляються лише у стадії еструсу і тому у тварин із порушеним естральним циклом 
можуть бути досліджені за спеціальною методикою, яка передбачає попередню оварісктомію 
і буде викладена нижче. 

У першому наближенні якісна і кількісна оцінка статевої поведінки у піддослідних і кон­
трольних самок може бути одержана на тваринах з інтактними яєчниками. Перед тестуванням 
у самки беруть вагінальний мазок для визначення стадії естрального циклу. Для досліджень 
найбільш придатні тварини в стадії еструсу. 

Для тестування жіночої статевої поведінки самок розміщують по одній у просторій клітці, 
де знаходиться активний самець. Тестування проводять протягом 10-15 хв у сутінковий час 
доби або під слабким червоним світлом. Проявами процептивної поведінки (залицяння) є 
наближення до самця, обнюхування його статевих органів, стрибки (підвищена рухова актив­
ність), покусування вух та інші ознаки. Кількість наближень самки до самця характеризує ін­
дивідуальну процептивну поведінку, а відсоток тварин з наявністю такої поведінки у групі дає 
додаткову її кількісну характеристику [4]. 

Рецептивну поведінку оцінюють за кількістю лордозних реакцій (прийняття пози готовнос­
ті до спарювання - вигинання спини) у кожної самки та за ЇЇ відсотком у групах тварин. Та­
кож розраховують коефіцієнт лордозу, тобто відсоток лордозних реакцій відносно загальної 
кількості садок у самця. 

Для тестування наявності чоловічої статевої поведінки до піддослідної самки підсаджують на 
10 15 хв рецептивно активну інтактну самку в стадії еструсу. Спостерігають за наближенням 
тварини до рецептивної самки, обнюхування нею статевих органів, що є проявом чоловічої 
процептивної поведінки, а також відмічають кількість садок, що характеризує чоловічу копу-
лятивну поведінку. Підраховують достовірність різниці між відсотком самок, що виявляють 
чоловічу статеву поведінку у піддослідних і контрольних групах. В подальшому ці тварини мо­
жуть бути використані для вивчення плодючості. В дослідах на оваріектомованих тваринах че­
рез 2 тижні після операції щурам підшкірно вводять з інтервалом у 48 год 5 мкг естрадіолу бен-
зоату чи естрадіолу в олійному розчині і 500 мкг прогестерону (олійний розчин). Тестування 
процептивної та рецептивної статевої поведінки проводять за описаною виохе схемою. 

Для оцінки плодючості самок підсаджують до нормальних активних самців у співвідношен­
ні 2:1 строком на 10-12 діб, після чого відсаджують. Спостерігають за наявністю та розвитком 
вагітності, а після пологів визначають кількість щурят, що народилися. Встановлюють відсо­
ток вагітних самок від загальної їх кількості, парованих з самцями. Також підраховують чис­
ло новонароджених на кожну матір. 
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2.2. Основні критерії порушень нейроендокринної регуляції 
репродуктивної функції у самців 

2.2.1. Морфологічна характеристика та функціональний стан 
органів статевої системи 

Порушення темпу статевого дозрівання може бути встановлене за змінами часу появи зрі­
лих сперматозоїдів у придатках сім'яників ( в нормі на 43-46 добу). 

Першим кроком в оцінці морфологічного стану статевої системи дорослих тварин с визна­
чення маси (абсолютної та відносної) сім'яників та їх придатків, вентральної та передньої час­
ток передміхурової залози, сім'яних пухирців. Один сім'яник та шматочки вентральної частки 
передміхурової залози фіксують у рідині Буена або Карнуа для гістологічного дослідження, а 
решту тканини, що залишилась, за винятком придатків сім'яників, заморожують при -20°С і 
використовують для біохімічних аналізів. 

Перш за все визначають функціональний стан і вміст сперматозоїдів у придатках сім'яників 
за загальноприйнятою методикою [5]. Підраховують концентрацію статевих клітин у 2 мл ізо­
тонічного розчину, в який виливають вміст розрізаного вдовж епідидимісу. Суспензію спер­
матозоїдів використовують для виявлення характеру та тривалості руху клітин, відносної 
кількості живих сперматозоїдів та їх патологічних форм. Детальну характеристику спермато­
генезу отримують шляхом мікроскопічного вивчення зрізів сім'яників за такими показника­
ми, як: індекс сперматогенезу з урахуванням його стадій, сумарну кількість нормальних спер-
матогопій і число дегенеративних форм, кількість канальців із злущеним сім'яродним епіте­
лієм та відносну кількість канальців у метафазі II поділу дозрівання [2J. 

Окрім сім'яних канальців, гістологічному вивченню підлягають розташовані між ними клі­
тини Лейдига, в яких утворюються андрогени. При гістологічному вивченні передньої частки 
передміхурової залози особливу увагу звертають на величину просвіту кінцевих відділів сек­
реторних залоз, співвідношення площин зайнятої сполучною тканиною та залозистими струк­
турами, стан залозистого епітелію, а саме: товщину епітеліального шару (форму та висоту епі­
теліальних клітин), наявність деструктивних чи атрофічних змін. Саме стан залозистого епі­
телію корелюс з рівнем андрогенних гормонів в організмі, який, в свою чергу, регулюється го­
надотропними гормонами гіпофіза. 

Морфологічну характеристику передміхурової залози рекомендуется доповнювати такими 
андрогензалежними показниками, як вміст в ній ДНК, РНК і білка. Чітку залежність від ан­
дрогенів виявляють також вміст фруктози в передній частині передміхурової залози (коагу-
ляційна залоза), а також ДНК, РНК та білка в сім'яних пухирцях. 

Результати вивчення морфологічного і функціонального стану сім'яників і додаткових ста­
тевих залоз співставляють з даними визначення концентрації тестостерону (Т) в плазмі крові 
за допомогою радіоімунологічного та імуноферментного методів. 

Так само, як в дослідженнях на самках, аналіз результатів досліджень на самцях потребує 
диференціації первинних гонадотоксичних уражень від таких, що пов'язані з розладами ней­
роендокринної регуляції. Тому необхідно оцінювати гонадотропну активність гіпофіза - за­
гальну у його гомогенатах або за вмістом ЛГ, а, за наявності технічних можливостей, і ФСГ у 
плазмі крові. Односнрямовані зміни вмісту гонадотропінів і Т є ознакою вторинного (цен­
трального) походження змін за всіма описаними вище показниками. 

2.2.2. Оцінка регуляції секреції гонадотропних гормонів 

Порушення секреції гонадотропінів за механізмом негативного зворотного зв'язку у сам­
ців оцінюють за ступенем компенсаторної гіпертрофії сім'яника при гемікастрації або за 
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ступенем підвищення рівня Л Г у плазмі крові чи сумарної гонадотропної активності гомо­
генатів аденогіпофіза після тотальної (двосторонньої) кастрації через 5-7 діб після опе­
рації. 

Для вивчення чутливості гіпоталамо-гіпофізарної системи до андрогенів за механізмом не­
гативних зворотних зв'язків можна рекомендувати пробу з нестероїдним антиандрогеиом -
флутамідом (ніфтолід, флуцином, фругіл). Принцип дії цього антиандрогену полягає в тому, 
що він, блокуючи рецептори андрогенів в тканинах-мішенях, послаблює вплив циркулюючих 
андрогенів на утворення ЛГ-РГ та секрецію гонадотропінів. 

Дослідження проводять на статевозрілих самцях. До введення антиандрогену у піддослід­
них та контрольних щурів з під'язикової вени забирають кров для визначення фонового рів­
ня гормонів (ЛГ і Т). Піддослідним і контрольним тваринам перорально двічі з інтервалом 12 
гол за допомогою металевого зонду у шлунок вводять антиандроген в дозі 25 мг/кг маси тіла 
на добу протягом 3-х діб (усього 6 разів). Вранці наступного дня після закінчення введення 
препарату повторно беруть кров для визначення вмісту гормонів - Т і ЛГ. Якщо виникають 
труднощі у визначенні ЛГ, можна обмежитись вимірюванням вмісту Т. 

В багатьох.випадках порушення СДМ у самців, які виникають внаслідок негативного впли­
ву фармакологічних препаратів у пренатальному або ранньому иостнатальному періодах роз­
витку, пов'язані з демаскулінізацією та/або фемінізацією гіпоталамічних центрів регуляції го­
надотропної функції гіпофіза. У таких тварин зберігається здатність гіпоталамуса викликати 
під впливом екзогенних естрогенів овуляторний викид ЛГ з гіпофіза за механізмом позитив­
ного зворотного зв'язку. 

Підходи до оцінки порушень регуляції секреції ЛГ за механізмом позитивного зворотного 
зв'язку у самців щурів подібні до таких, які використовують у дослідах на самках (див. вшце 
п. 2.1.2). Дослідження виконують на кастрованих тваринах, яким одноразово вводять естра-
діолу бензоат (І тест) або імплантують у передню камеру ока половинку яєчника статевонез­
рілої самки (II тест) (схеми тестів описано вище, п. 2.1.2). Подібно до самок, у самців при ви­
конанні І тесту результати оцінюють за приростом рівня ЛГ у плазмі крові після введення ес-
традіолу бензоату в порівнянні з його базальним рівнем у піддослідних і контрольних тва­
рин, в разі виконання II тесту - за наявністю справжніх жовтих тіл в імплантованому яєч­
нику. 

Необхідним елементом при оцінці порушень нейроендокринної регуляції секреції ЛГ є виз­
начення чутливості гонадотропоцитів аденогіпофіза до гіпоталамічного ЛГ-РГ. Схема прове­
дення цього тесту та оцінка результатів описана в п. 2.1.2. 

2.2.3. Статева поведінка та плодючість 

Загальні умови спостереження статевої активності щурів викладено у н. 2.1.3. Самця підсад­
жують у клітку до рецептивної самки на 10-15 хв. Сексуальне збудження самця виявляється 
у вигляді підвищення рухової активності, наближення до самки, обнюхування зони геніталій 
та кількості садок (маунтинг). Латентність садки та постеякуляторний інтервал залежать від 
центральних нервових механізмів регуляції чоловічої статевої поведінки. 

Щоб виявити гомосексуальну поведінку піддослідного самця, його підсаджують у клітку з 
сексуально активним самцем. При контакті з нормальними самцями вони приходять в стан 
сексуального збудження набагато частіше, ніж при контакті з самками. Латентний період сад­
ки зменшується, кількість садок зростає порівняно з контрольною групою тварин. 

Статева поведінка за жіночим типом тестується на кастрованих самцях, яким проводять за-
місну гормональну терапію естрадіолу бензоатом та прогестероном за вищеописаною схемою 
(див. п. 2.1.3). Проявом фемінізації статевої поведінки у самців є посилення лордозних реак­
цій (прогин спини). 
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3. Дослідження впливу фармакологічних препаратів на ГГНС 

3.1. Основні критерії порушень функціонального стану ГГНС 
в умовах фізіологічного спокою 

Інтегральним показником функціональної активності ГГНС в умовах фізіологічного спо­
кою вважають рівень глюкокортикоїдних гормонів у крові. В дослідах на щурах найбільш дос­
тупним методом для реалізації цієї мети є вимірювання концентрації 11-гідроксикортикосте-
роїдів (11-ГКС) у плазмі крові за допомогою флюориметрії [6]. Даним мікрометодом визнача­
ється сумарний вміст кортикостерону і кортизолу. У щурів 11-ГКС представлені майже вик­
лючно кортикостероном. Останній може бути визначений з великою точністю імунофер-
ментним чи радіоімунним методами. 

Якщо є можливість визначити концентрацію адренокортикотропного гормону (АКТГ) у 
плазмі крові імуноферментним чи радіоімунним методами, це може надати важливу інформа­
цію про первинний чи вторинний (нейроендокринний) механізм виявлених змін. Це також 
може бути встановлено методом виключення - за результатами вивчення чутливості кори 
надниркових залоз до АКТГ. 

3.2. Вивчення чутливості кори надниркових залоз до АКТГ 

Стимуляцію препаратами природного чи синтетичного АКТГ або його фрагментів (наприк­
лад, синактеном) проводять в дослідах in vivo чи in vitro (на зрізах інкубованих надниркових 
залоз). У щурів рекомендується брати кров для визначення вмісту 11-ГКС через 15-30 хв піс­
ля внутрішньовенного введення стимулюючої дози препарату (наприклад, 2-5 МО АКТГ/кг 
маси тіла). При проведенні експериментів in vitro вміст 11-ГКС, що утворюються за час інку­
бації (1-1,5 год), визначають в гомогенатах інкубованих зрізів надниркової залози разом із ін­
кубаційною рідиною. 

3.3. Реакція ГГНС на гострий стрес 

Ушкодження ГГНС, що їх викликають фармакологічні препарати під час вагітності, не­
рідко можуть виявлятися в умовах функціонального напруження, спричиненого стресови­
ми стимулами. Для тестування стрес-реактивності ГГНС можна використовувати різні ви­
ди стресу - іммобілізащйні, комбіновані (подразнення електричним струмом, світлом, зву­
ком), фізичні навантаження (примусовий біг, плавання) та інші. Для прикладу наводимо 
схему стандартного тесту з іммобілізаційним стресом у щурів. Піддослідних і контрольних 
тварин розподіляють на 2 групи, одна з яких призначена для визначення базального рівня 
11-ГКС, друга - для визначення вмісту 11-ГКС після іммобілізації. Тварин прив'язують за 
лапки до дерев'яної дощечки в положенні на спині строком на 1 год, після чого швидко де-
капітують. Водночас декапітують тварин, яких не піддавали іммобілізації. Кров, що витікає 
з шийних судин, збирають у гепаринізовані пробірки, відокремлюють сироватку чи плазму 
і визначають у ній вміст 11-ГКС або кортикостерону. В разі, коли поряд з глюкокортикої-
дами планується вимірювати вміст АКТГ, замість гепарину використовують ЕДТА згідно 
з інструкцією, яка додається окремо. Зразки плазми зберігають при -20°С. Стрес-реактив-
ність ГГНС оцінюють за зростанням рівня гормонів у плазмі крові. В разі, якщо досліджен­
ня проведено з визначенням 11-ГКС чи кортикостерону, правильно проаналізувати ре­
зультати тесту допомагають дані експериментів із стимуляцією екзогенним АКТГ (див. ви­
ще п. З.2.). 

162 Дооінічні дослідження .лікарських :м<-оОін (методичні рекомендації) 



Розділ II 

3.4. Дексаметазоновии тест 

ДЛЯ вивчення нейроендокринної регуляції кори надниркових залоз за механізмом негатив­
ного зворотного зв'язку у щурів рекомендується проводити дексаметазоновии тест. Його 
принцип полягає у пригніченні глюкокортикоїдами нейроендокринних центрів мозку, які 
опосередковують їх гальмівну дію на секрецію АКТГ. Тварин розподіляють на відповідні гру­
пи та підгрупи (див. п. 3.3). Одній підгрупі щурів вводять фізіологічний розчин, іншій - внут-
рішньоочеревинно або під шкіру дексаметазон в дозі 25 мкг/100 г маси тіла. Через 4 год тва­
рин декапітують, збирають кров для визначення в ній базального рівня 11-ГКС. Порівнюють 
ступінь зменшення базальної концентрації 11-ГКС у плазмі крові у піддослідних і контроль­
них тварин. 

4. Поглиблені дослідження СДМ та стану ГГНС 

Поглиблені дослідження проводяться для одержання додаткових даних про механізми уш­
коджуючого впливу фармакологічних препаратів на розвиток нейроендокринної системи 
плоду. Стосовно репродуктивної системи приділяють увагу порушенням СДМ. Деякі нейро-
хімічні і метаболічні маркери цих розладів, наприклад, вміст та обіг біогенних моноамінів, 
ароматизація та 5<х-відновлення андрогенів у мозку більш чітко виявляються у тварин 10-ден-
ного віку, аніж у дорослих, інші, такі як нейроморфометричні показники - у статевозрілих 
тварин. 

Додаткову інформацію про функціональний стан ГГНС дає електронномікроскопічне вив­
чення ультраструктури аденогіїюфіза за умов гострого стресу та реакції ГГНС на центральну 
стимуляцію норадреналіном (НА). Ці дослідження виконують на статевозрілих тваринах. 

4.1. Нейроморфометричні дослідження 

Метою нейроморфометричних досліджень є вивчення морфологічних проявів можливих 
порушень СДМ. Дослідженню підлягають так звані «секс-диморфні ядра» преоитико-перед-
ньогіиоталамічної ділянки мозку, а саме: супрахіазматичне (СХЯ) та медіально-преоптичне 
(МПЯ)ядра[7|. 

Для гістологічного аналізу гіпоталамічну ділянку мозку фіксують у рідині Буена. Парафіно­
ві серійні фронтальні зрізи фарбують крезиловим фіолетовим. За допомогою окуляр-мікро-
метра АМ-9-2 вимірюють два взаємо-перпендикулярні діаметри ядер нейронів і розрахо­
вують їх об'єм за формулою: 

V=^Dd2 , 

де d - менший, a D - більший діаметри ядер нейронів. 
При демаскулінізації мозку у самців щурів 10-денного віку спостерігається зменшення 

об'єму ядер нейронів СХЯ та МПЯ та змінюється їх частотний розподіл, внаслідок чого у щу­
рів зменшуються або зовсім зникають статеві розбіжності цих показників. У дорослих стате­
возрілих щурів ці зміни зазвичай більш виражені, ніж у статевонезрілих тварин. 

4.2. Вміст та обіг катехоламінів 

Вивчення нейрохімічних проявів можливих порушень СДМ проводять па 10-денних та стате­
возрілих (3-6 міс) щурах. Дослідженню підлягають цілий гіпоталамус, преоптична ділянка 
(ПД) та медіобазальний гіпоталамус (МБГ), які причетні до регуляції репродуктивної системи. 

Після декапітації у піддослідних і контрольних щурів на холоду (+4°С) виділяють необхідні 
для аналізу структури головного мозку. В разі проведення експерименту на тваринах 10-ден-
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ного віку ці структури об'єднують від 3-4 щуренят відповідної статі. Одержані зразки тканини 
гомогенізують в охолодженому розчині 0,01 н соляної кислоти з паралельною екстракцією н-
бутанолом. Визначення норадреналіну (НА) і дофаміну (ДА) проводять методом диференці­
альної спектрофлюориметрії 18]. Вміст моноамінів виражають у нмолях/г сирої тканини. 

Швидкість обігу НА і ДА у мозку досліджують за допомогою інгібітора синтезу катехоламінів 
(а-метил-пара-тирозину, МПТ), який вводять одноразово під шкіру в дозі 250 мкг вільної осно-
ви/кг маси тіла за 1 або 2 год до декапітації тварин. Швидкість обігу моноамінів розраховують 
на підставі визначення їх вмісту до та після введення МПТ ]9J і виражають в нмоль/г/год. 

Порушення СДМ у напрямку демаскулінізації та/або фемінізації у самців щурів 10-денно-
го віку виявляються у підвищенні вмісту і, відповідно, зменшенні швидкості обігу НА у ПД. 
У разі дефемінізації та/або маскулінізації мозку у самок щурів 10-денного віку спостерігаєть­
ся зростання вмісту НА і ДА у МБГ. В обох випадках ці зміни нівелюють статеві відмінності 
вмісту та обігу моноамінів, які притаманні інтактним тваринам того ж віку. Проявом маскулі­
нізації мозку у дорослих самок є зменшення вмісту НА і ДА у гіпоталамусі. 

4.3. Функціональний метаболізм андрогенів 

Дослідження рекомендується проводити на щурах 10-денного віку. Вивчення активності 
ферментів ароматазного комплексу і 5а-редуктази С19-стероїдів у дискретних структурах моз­
ку проводять за модифікованим [10] методом McLucky et al. 111]. Цей метод полягає у розді­
ленні у тонкому шарі силікагелю та наступній радіометрії продуктів реакції, що утворилися 
внаслідок інкубування надосадової фракції 10%-ного гомогенату тканини з міченим тритієм 
Т (|1,2,6,7-3Н]-Т). Активність ароматази виражають в пмоль естрадіолу, а 5а-редуктази - в 
пмоль 5а-відновлених метаболітів Т (5а-дигідротестостерону та 5<х-андростан-За, 17р-діолу), 
утворених протягом 1 год у перерахунку на 1 г сирої тканини або 1 г білка. 

Порушення СДМ виявляються у зменшенні ароматизації Т в ПД та підвищенні 5а-рсдук-
тазної активності в ПД та МБГ самців. 

4.4. Норадренергічна реактивність 

Дослідження норадренергічної реактивності ГГНС проводять на статевозрілих щурах. Якщо 
експерименти виконуються на самках, треба враховувати стадію естрального циклу. 

За 8 діб до експерименту наркотизованим піддослідним і контрольним тваринам під стере-
отаксичним контролем імплантують у латеральний або 3-й шлуночки мозку канюлю [12]. За 
12 год до експерименту щурів залишають без їжі. Наркотизованим тваринам у шлуночок вво­
дять норадреналіну бітартрат (10 мкг у 2 мкл 0,9% апірогенного ізотонічного розчину натрію 
хлориду). Відповідній контрольній підгрупі тварин вводять розчинник. Через ЗО хв тварин 
швидко декапітують, збирають кров у гепаринізовані центрифужні пробірки, відокремлюють 
плазму для визначення в ній вмісту 11-ГКС. Динаміку змін рівня 11-ГКС у плазмі крові піс­
ля стимуляції НА можна спостерігати протягом 90 хв після його введення, використовуючи 
для взяття зразків крові техніку катетеризації зовнішньої яремної вени [13]. Ступінь підви­
щення рівня 11-ГКС у крові є інтегральним показником норадренергічної реактивності ГГНС. 

4.5. Електронномікроскопічне дослідження кортикотропоцитів 
аденогіпофіза 

Аденогіпофіз виділяють під час забою тварин, розрізають на шматочки, фіксують глутараль-
дегідом і чотириокисом осмію, зневоднюють в етанолі зростаючої концентрації і заливають в 
егюн-812. Після ультрамікротомії і фарбування уранілацетатом і цитратом свинцю препарати 
переглядають в електронному мікроскопі ІЕМ-100С (Японія). 
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У разі послаблення стрес-реактивності аденогіпофіза спостерігається зниження розмірів 

кортикотролоцитів та накопичення в них гранул неиросекрету, зменшення кількості еле­
ментів зернистої ендоплазматичної сітки, а також поява в цитоплазмі великих ліпідних крап­
лин. 
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Вступ 

Проблеми хімічного мутагенезу привертають увагу в зв'язку із значним збільшенням у зов­
нішньому середовищі вмісту хімічних сполук, серед яких немалу частку становлять речовини, 
яким властива мутагенна дія. 

Дія хімічних мутагенів на спадковий апарат людини призводить до збільшення частоти на­
родження дітей з різними спадковими захворюваннями або до розвитку у нинішнього поколін­
ня злоякісних пухлин. Особлива небезпека мутагенних сполук полягас у тому, що вони можуть 
викликати значне збільшення кількості рецесивних мутацій, які ведуть до тяжких спадкових 
захворювань. Такі мутації не виявляються в першому поколінні, але поступово нагромаджую­
чись, можуть через декілька поколінь викликати сплеск генетичної захворюваності [1]. 

Питання хімічного мутагенезу (спричиненого в тому числі й лікарськими засобами) інтен­
сивно вивчають в багатьох лабораторіях різних країн світу. Кількість таких досліджень швид­
ко зростає і відповідно збільшується кількість сполук з описаною мутагенною дією. 

Для оцінки мутагенних властивостей хімічних сполук запропоновано майже 100 різноманіт­
них тест-систем, багато з яких досить широко застосовуються. Проте до сьогоднішнього дня 
немає універсальної тест-системи, яка могла б виявити всі основні типи генетичних ушкод­
жень. Це призводить до необхідності використання цілого набору тест-об'єктів від бактеріо­
фагів та вірусів до ссавців та клітин людини в умовах in vitro [2]. 

Останніми роками чимало зроблено для оцінки відповідності запропонованих методів дос­
лідження мутагенного потенціалу хімічних сполук (ступінь опрацювання, масштаб застосу­
вання, швидкість виконання, вартість та можливість впровадження у практику роботи лабо­
раторій негенетичного профілю (токсикологічного, гігієнічного). 

Широке визнання дослідників отримали такі методи: 
1) тест Еймса Salmonella/мікросоми та різні його модифікації; 
2) оцінка аберацій хромосом та сестринських хроматидних обмінів у клітинах ссавців та лю­

дини in vitro та in vivo; 
3) визначення однониткових розривів ДНК; 
4) оцінка частоти генних мутацій в культурах клітин різного походження. 
Останнім часом почали застосовуватися сучасні технології, які дають можливість підвищи­

ти ефективність оцінки змін хромосомного апарату при дії ушкоджуючих чинників (метод 
флуоресцентної гібридизації in situ) метафазних хромосом людини та експериментальних 
тварин з ДНК зондами (FISH). 
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Крім того, все більше значення надається оцінці можливих порушень механізмів репарації 
нуклеїнових кислот при індукованому мутагенезі. 

Хімічні речовини можуть індукувати генні, хромосомні та геномні мутації та мати щодо них 
високу специфічність. Таким чином, при оцінці мутагенного потенціалу речовин використо­
вується низка методів, які дозволяють реєструвати всі типи генетичних змін. Комбінація цих 
методів повинна бути максимально інформативною та одночасно досить економною для за­
безпечення реальності виконання програми випробувань. З іншого боку, перелік методів, схе­
ми випробувань, аналізу та оцінки експериментальних даних повинні бути затвердженими 
відповідними державними органами для забезпечення уніфікації та офіційного характеру ре­
зультатів оцінки мутагенності [3]. 

Стандартна схема таких випробувань включає, як мінімум: 
1) облік генних мутацій на мікроорганізмах (тест Еймса) чи на дрозофілі; 
2) облік домінантних летальних мутацій в зародкових клітинах гризунів (мишей, щурів); 
3) облік хромосомних аберацій у клітинах кісткового мозку лабораторних тварин; 
4) облік хромосомних аберацій або сестринських хроматидних обмінів у культурі лімфоци­

тів людини. 
їх спільною рисою є те, що методи, які використовуються, дозволяють поетапно вирішува­

ти дві задачі: виявити потенційні мутагени (методика Еймса) та оцінити їх генетичну актив­
ність. 

Для визначення мутагенної активності лікарських препаратів в Україні пропонується вико­
ристовувати перші три з наведених тестів. 

При цьому слід враховувати, що ще у 1972 році науковими експертами ВООЗ найбільш 
адекватними методами оцінки генотоксичності фармакологічних препаратів визнано цитоге-
нетичні дослідження на тваринах, і навіть культура лімфоцитів периферичної крові людини 
повинна розглядатися як допоміжний метод, який дає можливість оцінити лише деякі аспек­
ти механізму дії тієї чи іншої сполуки. 

Послідовність оцінки мутагенності фармакологічних препаратів 

Враховуючи широкий спектр тест-систем, які використовуються для оцінки мутагенності 
фармакологічних препаратів, важливо визначити їх пріоритетність. З метою виявлення мута­
генності досліджуваних препаратів необхідно керуватися двоетапністю таких дослідів. 

I етап - попередня оцінка мутагенної активності. Основними методами є аналіз даних літе­
ратури, наиівкількісний метод обліку мутацій на мікроорганізмах (тест Еймса) та мікроядер-
ний тест на клітинах кісткового мозку лабораторних тварин. Додаткові методи: аналіз абе­
рацій хромосом в культурі лімфоцитів людини, аналіз сестринських хроматидних обмінів в 
клітинах людини. 

II етап - кінцева кількісна оцінка мутагенної активності фармакологічних препаратів. Ос­
новні методи: метафазний аналіз аберацій хромосом в клітинах кісткового мозку ссавців (або 
в клітинах зародків тварин на постімплантаційних стадіях розвитку) та облік домінантних ле­
тальних мутацій у самців лабораторних тварин. Додаткові методи: анателофазний аналіз абе­
рацій хромосом в клітинах кісткового мозку, транслокаційний тест та облік хромосомних по­
рушень в сперматоцитах. 

1. Напівкількісний метод обліку генних мутацій, тест Еймса 
Salmonella/microsome 

Суть методу полягає в реєстрації здатності препарату та його метаболітів індукувати генні 
мутації у мікроорганізмів в системі метаболічної активації in vitro [4,5]. Індикаторні бактерії 
разом з препаратом, який випробується, печінкою щурів та кофакторами (НАДФ, глюкозо-6-
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фосфат) вносять на чашки Пєтрі в шар верхнього напіврідкого агару. Під впливом ферментів, 
які містяться в гомогенаті печінки, в результаті функціонування системи мікросомального 
окислення препарат може зазнавати метаболічні перетворення. Вихідна речовина та її метабо­
літи можуть індукувати мутації у мікроорганізмів. 

Індикаторні штами. В експериментах рекомендується використовувати гістидинзалежні 
штами Salmonella lyphimurium ТА 98 (виявляють мутагени, які спричиняють мутації типу 
зсуву рамки зчитування генетичного коду) та ТА 100 (виявляє мутагени, які викликають му­
тації типу заміни пар основ). Ці штами несуть мутації аутоксотрофності за гістидином. Наяв­
ність мутагенного ефекту у досліджуваного препарату враховується за індукцією зворотних 
мутацій від ауксотрофності за гістидином до нрототрофності. Використання цього набору 
штамів дозволяє реєструвати як факт індукції мутації, так і молекулярний механізм дії мута­
генів. 

Зберігання бактеріальних культур. Бактеріальні культури зберігаються в шарі напіврідко­
го агару (0,6%) під шаром вазелінової олії з додаванням 25 мл розчину ампіциліну (ці тест-
штами - илазмідмісткі). Для роботи бактеріальна культура пересівається з 2% м'ясопеп-
тошіим агаром (МПА). Для приготування вихідної робочої суспензії мікроорганізмів культу­
ру пересівають у відповідну кількість м'ясопептонного бульону (МПБ). Через певні проміж­
ки часу (один раз на 2-3 місяці) при пересівах тест-штами перевіряють на відповідність їх ге­
нотипу. 

Поживні середовища та розчини: 
МПА, 1,5% - використовується як нижній шар поживного агару (повноцінне середовище). 
МПА, 2% - використовується для приготування пробірок із «скошеним» агаром при збері­

ганні бактеріальних культур. 
МПА, 0,6% - використовується для зберігання бактеріальних культур, а також як верхній 

напіврідкий агар у методиці виявлення мутагенів. 
Водний агар, 2% ~ 20 г агар-агару на 1000 мл дистильованої води, використовується як ос­

нова селективного агару. 
Сольовий концентрат (буфер): цитрат натрію 3-заміщений - 2 г, К2НР04-ЗН20 - 42 г, 

КН2Р04 - 18 г, (NH4)2S04 - 4 г, вода дистильована - до 1000 мл, рН - 7,2, автоклавувати при 
1 атм 20 хв. 

Розчин глюкози 20%, автоклавувати при 0,5 атм 20 хв. 
Розчин L-гістидину солянокислого: 600 мкг/мл. 
Розчин біотину:'300 мкг/мл. 
Напіврідкий агар, 0,6% (мінімальний): агар «Difco» - 6 г , NaCl - 6 г, дистильована вода до 

1000 мл, автоклавувати при 0,5 атм 20 хв. 
Селективний агар: водний агар - 300 мл, сольовий концентрат - 100 мл, 20% розчин глюко­

зи - 10 мл, 2% розчин MgSO4-3H20 - 2 мл. 
Напіврідкий напівзбагачений агар: до 200 мл напіврідкого 0,6% агару додати по 3,3 мл L-ric-

тидину та біотину. Ці добавки забезпечують декілька генерацій клітин. Це необхідно тому, що 
ряд сполук індукує мутації, здатні виявлятись в процесі реплікації ДНК з первинними пош­
кодженнями. 

0,2 М фосфатний буфер, рН - 7,4: готують окремо розчини 27,2 г КН2Р04 та К2НР04-3 Н20 
в 500 мл води. Змішують 81 мл розчину КН2Р04 та 19 мл К2НР04- ЗН20. Об'єм буфера дово­
дять до 200 мл. 

Розчин 0,15 М КСІ. Автоклавувати при 1 атм 20 хв. 
Розчин КСІ та MgCl2-6H20, MgCl2-6H20 6,5 г та 9,8 г КСІ на 100 мл води. 
Розчин натрієвої солі глюкозо-6-фосфату, 50 мл; готують безпосередньо перед створенням 

мікросомальноі активуючої суміші. 
Перевірка генотипів штамів-тестерів. При перевірці генотипів тестерних штамів необхідно 

підтвердити: 
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а) наявність мутацій гіс-, біо- та rfa-мутацій; 
б) наявність плазміди ркт-101; 
в)рівень спонтанного фону мутацій; 
г) здатність тест-організму реагувати на відомий мутаген (чутливість штаму). 
Перевірку генотипів проводять згідно з [5]. 
Підготовка тварин. В експериментах використовуються самці щурів Вістар масою 180— 

220 г. Індукцію мікросомальних ферментів проводять триразовим внутрішньоочеревинним 
введенням 80 мг/мл фенобарбіталу (замість фенобарбіталу можна використати метилхолан-
трен, савол). За добу до декапітації тварин позбавляють їжі. 

Приготування S-9 фракції. Щурів декапітують. Розтинають очеревину, витягують і зважу­
ють печінку, промивають холодним розчином 0,15М КС1 до повного видалення крові, подріб­
нюють та гомогенізують у розчині КС1 (3 мл розчину на 1 г печінки). Гомогенат центрифугу­
ють протягом 20 хв на холоді при 9000g на центрифузі VAK-601. Надосадову рідину (S-9 
фракцію) зберігають при -50°С у камері глибокого заморожування та розморожують безпосе­
редньо перед дослідженням. Всі операції з виділення S-9 фракції проводять стерильно. 

Калібрування Spectromom-401. Однією з основних умов успішної оцінки мутагенності в 
бактеріальних тест-системах с однакова щільність мікробної суспензії, яка вноситься. При 
перевірці щільності бактеріальної суспензії за стандартною шкалою мутності помилка може 
становити порядок величини. Штами Еймса досягають початку стаціонарної фази росту (в 
цій фазі мікробні клітини найактивніші) через 2,5-3 год культивування в термостаті при 
струшуванні, проте, вплив різних умов (режим аерації, початкова температура МПБ, вік мік­
робної культури) може прискорювати або сповільнювати розмноження бактеріальних клі­
тин [6J. Для перевірки щільності бактерій (кількості мікроорганізмів в 1 мл бульйону) вико­
ристовується Spectromom-401 (або будь-який фотоелектроколориметр), що дозволяє з вели­
кою точністю визначати кількість мікробних клітин в одиниці об'єму рідини. Прилад попе­
редньо калібрується (будується калібровочна крива). Через 1,5 години культивування в тер­
мостаті при аерації відбирають проби бактеріальної бульйонної культури, вимірюють мут-
ність та 0,25 мл висівають на МП А. Подібна операція проводиться через кожні 15 хвилин (з 
наступним розведенням суспензії), відбір проб припиняється через 3,5 години. За добу під­
раховують кількість колоній, які виросли в термостаті, та будують графік залежності кіль­
кості мікроорганізмів в 1 мл бульйону від часу культивування. Ця залежність є еталоном при 
визначенні бактеріальної щільності в будь-який момент від початку вирощування мікробних 
клітин. 

Приготування бактеріальної-суспензії. 18-годинну («нічну») бульйонну культуру Salmo­
nella tiphimurium вносять в МПА з розрахунку 1 мл культури на 20 мл бульйону з ампіцилі­
ном (0,1 мл ампіциліну на 200 мл бульйону) та вирощують в термостаті до пильності 2-34 03 

клітин/мл при аберації на струшувачі АБУ-1. Суспензію центрифугують при 
5000 об./хв протягом 15 хвилин. Осад відмивають від бульйону 30-40 мл 0,2 М фосфатного 
буферу та знову центрифугують. Надосадову рідину зливають, осад ресуспендують до щіль­
ності 2-Ю9 клітин/мл в 0,2 М буфері (тобто в об'ємі буферу, в 10 разів меншому, ніж при про­
рощуванні). Ця суспензія бактерій є робочою. 

Приготування мікросомальної активуючої суміші (МС+). Суміш готують за кілька хвилин 
до початку експерименту, на холоді, стерильно, з розрахунку на 1 мл: 0,3 мл S-9 фракції, 4 мМ 
НАДФ, 5 мМ глюкозо-6-фосфату, 33 мМ КСІ, 8 мМ MgCl2 та 0,2 М фосфатний буфер до 1 мл. 

Об'єми, які вносяться в активну суміш S-9 фракції, відповідають кількості мікросомального 
білку, оптимальній для тестування більшості груп хімічних сполук [4]. 

При приготуванні МС- (варіант досліду без активації) замість глюкозо-6-фосфату та НАДФ 
в суміш додається аналогічна кількість стерильної бідистильованої води. 

Проведення експерименту. В пробірку з 2,5 мл напіврідкого агару вносять 0,1 мл розчину 
досліджуваної речовини у відповідних концентраціях, 0,1 мл тест-організму, 0,5 мл МС+. 
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Вміст пробірки швидко перемішують та виливають на шар голодного (позбавленого гістиди­
ну) агару. Перелічені операції необхідно проводити протягом 15 секунд. Експеримент прово­
диться паралельно з повною (МС+) та неповною (MC-V) системою метаболічної активації. 

Як стандартні позитивні контролі можна застосовувати: 
а) тіофосфамід в дозі 200 мкг/чашку для тест-штаму ТА 100, 
б) 2,7-діаміно-4,9-діокси-5,10-діоксо-4,5,8,10-тетрагідро-5,9-діазопірен (ДДДТПД) в дозі 

500 мкг/чашку для тест-штаму ТА 98 [4]. 
Для контролю ефективності функціонування системи метаболічної активації можна засто­

сувати циклофосфат (для ТА 100) або бензидин (ТА 98) в дозі 200 мкг/чашку. 
Необхідною умовою оцінки результатів експерименту є наявність мутагенного ефекту в усіх 

варіантах позитивних коні ролів. Перевищення кількості колоній-ревертантів у варіантах 
МС+ свідчить про ефективність функціонування системи мікросомальиого окислення. Всі 
агенти, що тестуються, вивчаються в діапазоні доз від 0,1 до 1000 мкг/чашку з кроком на по­
рядок дози. На кожну концентрацію речовини використовують 3 чашки. Всі експерименти 
супроводжуються позитивними та негативними контролями. Облік результатів досліджень 
проводять через 48 годин інкубування в термостаті при 37"С шляхом підрахунку кількості ре-
вертантних колоній в дослідних та контрольних варіантах. 

Слід зазначити, що наведений метод є напівкількісним, оскільки враховує кількість селек­
тивних мутантів, а не частоту індукованих мутацій. За цим методом не визначається частка 
мутантних клітин по відношенню до кількості тих бактерій, які вижили після обробки препа­
ратом. Проте дані про ступінь перевищення кількості ревертантних колоній в дослідних варі­
антах по відношенню до контролю, дозволяють виявити мутагенну активність досліджуваної 
речовини та охарактеризувати ступінь мутагенного ефекту в певній модифікації методу по 
відношенню до конкретного об'єкта. 

/ . / . Статистична обробка результатів оцінки мутагенності методом 
Еймса Salmonela/мікросоми 

Основним завданням статистичної обробки даних, отриманих методом Еймса, є визначення 
значущості збільшення кількості ревертантних колоній в дослідних варіантах порівняно з 
контролем. Запропоновано різні методи аналізу результатів тесту Еймса. Найбільш придат­
ним є метод множинних порівнянь Даннета [8]. Ефективність та раціональність цього методу 
стосовно методів попарного порівняння дослідних та контрольних варіантів виявляється у 
зниженні частоти хибно позитивних результатів, оскільки імовірність помилки приймається 
рівною 5%, в цьому методі можна задати для всього експерименту. Якщо експеримент склада­
ється тільки з двох варіантів (дослід та контроль), метод Даннета зводиться до звичайного 
критерію Стьюдента. 

Метод передбачає оцінку випадкової дисперсії (б2) для всіх варіантів експерименту (окремо 
для варіантів з активацією та без неї для кожного штаму), що підвищує точність. Для стабілі­
зації дисперсії показника передбачено попереднє логарифмування даних (кількість ревертан-
тів). Слід відзначити, що такий підхід не передбачає використання в аналізі чашок Петрі, в 
яких отримано нульове значення кількості ревертантів. Такі ситуації реальні при роботі з речо­
винами, які мають бактерицидні властивості або виникають в результаті методичних помилок. 

Обчислення здійснюють в такому порядку: логарифмування первинних даних, обчислення 
для кожного варіанту середніх значень, вибіркова оцінка випадкової дисперсії для усього ек­
сперименту та визначення ефекту за довірчим інтервалом для різниць середніх. 

Алгоритм статистичної процедури полягає у наступному. Вводяться позначення: xrj - кіль­
кість ревертантів у j-чашці Петрі на і-й дозі (і - 0,1,2,... к), к - кількість доз, які використову­
ються в експерименті (звичайно k - 5), yt] - 1пху, п, - кількість чашок Петрі на і-ому варіанті 
досліду. 
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Порядок обчислення: 
1. Для кожного варіанту розраховують середні значення: 

«, — 

Уі=ІІУііІпі і хге' 
2. Розраховують вибіркову оцінку випадкової дисперсії для усього експерименту: 

5 = 1 • £ (7 , -^) 2 /Z(» ( - l ) 

де v означає кількість ступенів свободи 

v = i>,-D 
/=0 

3. Створюють довірчий інтервал для різниць середніх та роблять висновок про наявність 
ефекту, якщо 

, Л п - Л і (y^-d^dA^^r^O V п0пг 

де індексом 0 відмічено контрольний варіант, а значення dkv0,05 знаходять у додатку до таб­
лиці Даннетта (табл. 1). 

Розглянемо конкретний приклад. У таблицях 1 і 2 наведено приклад аналізу експерименту при 
проведенні робіт на одному з тест-штамів. У графі 1 таблиці 1 наведені значення дози сполуки, 
яка досліджується. 

Усього в експерименті використано 5 доз і контроль (тобто к-5) в умовах з метаболічною ак­
тивацією (МС+) і без неї (МС-). У графах 2 і 4 зверху вказано значення кількості ревертантів 
на кожній чашці Петрі в кожному варіанті досліду (х^), знизу - відповідне значення логариф­
му кількості ревертантів (уу). В графах 3 і 5 наведені середні значення показника, який тесту­
ється (у,) окремо для МС+ і МС-. В цьому експерименті кількість чашок Петрі однакова для 
усіх варіантів досліду: п^З для усіх і. 

У таблиці 2 в графах 2 і 3 наведено середні значення випадкових залишків, що визначають­
ся як різниця між логарифмом ревертантів на даній чашці Петрі та середнім логарифмом для 
даного варіанту: cl,j - у у -у;. 

Користуючись цією таблицею, легко розрахувати суму квадратів випадкових відхилень: 

Результати підсумовуються по чашках Петрі для усіх варіантів експерименту, але окремо 
для МС+ і МС-. Одержуємо: 

SS(MC-) = 1,64; SS(MC+) = 1,79. 
Відповідні числа ступенів свободи однакові: 
V(MC-) = v(MC>) - Х(пг1) = 6-2 = 12 
Розділивши SS па значення v, отримуємо вибіркову оцінку випадкової дисперсії: 
SV~) = SS(MC-)/V - 1,64|12 - 0,097 . і 52

(МС+) = SS (MO)/v = 1,729|12 = 0,144 
Тепер розраховуємо величину довірчого інтервалу для кожного варіанту досліду. Для цього 

визначаємо: о os Л пп +п, 
^dl 8 „И L)0,5 

знаходячи в таблиці Додатку 1, в якій наведені значення статистики Даннета, що d ' = 2,50. 
Тоді: 

Д(МС.,~ 2,50 (0,097(2/3))05=0,64 Д(МС()=2,50 (0,144(2/3))05=0,77 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ___ 
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Згодом перевіряємо за таблицею 1, чи перевищує середнє для яких-небудь варіантів дослі­
ду середнє контролю. Як видно з таблиці 1, тільки для дози 1000,0 мкг/чашку (МС-) середнє 
перевищує середнє в контролі більше, ніж на 0,77 (3,56-2,06-1,50). Отже, в цьому експери­
менті виявлено мутагенний ефект тільки в одному варіанті. 

Було запропоновано [5] визначати ступінь мутагенного ефекту кратністю перевищення 
кількості колоній - ревертантів при даній дозі над такими в контролі. При відсутності статис­
тично значущих відмінностей, ступінь мутагенного ефекту оцінюється знаком «-». При наяв­
ності статистично значущих відмінностей і перевищенні кількості колоній при даній дозі над 
контролем до 10 разів, мутагенний ефект оцінюється як слабкий («+»), від 10 до 100 - серед­
ній («++») і більше ніж у 100 разів - сильний («+++»). 

Досвід практичної роботи показує, що більш раціональним є підхід [9|, який передбачає, що 
незалежно від коливань дисперсії досліду, мутагенний ефект в тесті Еймса вважається вста­
новленим при перевищенні кількості колоній-ревертантів в дослідних варіантах над кон­
трольними для штаму ТА 1635 і ТА 1538 в 2,2 раза, для ТА 9 8 - 2 рази, для ТА 100 - в 1,8 ра­
за. Слабкий, середній і сильний мутагенні ефекти оцінюються згідно з [5]. Такий підхід доз­
воляє уникнути хибних результатів і з більшою надійністю ідентифікувати мутагени. 

2. Облік домінантних мутацій у статевих клітинах самців ссавців 
Домінантні летальні мутації - генетичні зміни в статевих клітинах батьківських особин, які 

призводять до загибелі нащадків першого покоління на ембріональних стадіях розвитку. Ос­
новний внесок в індуковану домінантну летальність дають хромосомні мутації, менший - ге-
номні (порушення кількості хромосом) і генні мутації. Мутагенний ефект виявляється в під­
вищенні ембріональної смертності нащадків першого покоління до і після імплантації. 

Лабораторні тварини. Досліди звичайно проводяться на самцях білих нелінійних мишей, 
ріділе - щурів. Для зниження генетично зумовленої варіабельності результатів пропонується 
використання лінійних мишей С57В1/6або гібридів першого покоління СВАхС57В1/6 |2,6]. 
Для схрещення використовують самок з тієї ж партії. 

Методика і схема досліду. Для прогнозу величин мутагенного ефекту хімічних речовин в дос­
лідах з індукції домінантних летальних мутацій тривалість експерименту повинна охоплювати 
усі стаДГГ сперматогенезу, тобто 6 тижнів для мишей і 8_тижнів для щурів [2,6]. Речовину вво­
дять зондом внутрішньошлунково 5 днів на тиждень. Контрольним тваринам вводять розчин­
ник у тому ж об'ємі. Досліджуються 4 дози в інтервалі від 1/15 ЛД30. На кожну групу береться 
мінімум 15 самців.- Після цього до кожного самця підсаджують по 3 віргінні самки па 1 тиждень. 

Самок мишей і щурів розтинають на 17-18 і 19-20 день вагітності, відповідно. Підрахову­
ють кількість живих (ЖЕ) і мертвих (ME) ембріонів. Більша частина домінатних деталей 
викликає загибель ембріонів під час імплантації або одразу після неї. Ембріони, що загинули 
на цій стадії, виглядають як темні гомогенні круглі потовщення діаметром 2,5-3,0 мм. 

Аналіз результатів і статистична обробка. Враховують такі показники: кількість самок,% 
вагітних самок (фертильність), кількість імплантацій, живих і мертвих ембріонів на 1 вагітну 
самку, показник иостімплантаційних втрат МЕДМЕ+ЖЕ). Основним показником домінан­
тних деталей є рівень иостімплантаційних втрат. Порівняння цих показників в досліді і кон­
тролі проводять непараметричним методом (беручи за одиницю виміру показник иостімплан­
таційних втрат на 1 самця, у якого є хоча б одна вагітна самка [2,31) або згідно з [10]. 

Рівень иостімплантаційної смертності зародків при оцінці результатів експериментів у кінці 
вагітності становить у щурів (6,4+0.2)%, у мишей - (9,3±0,8)% [2J. 

3. Метафазний аналіз аберацій хромосом 
у клітинах кісткового мозку ссавців 

В основі методу лежить реєстрація структурних пошкоджень хромосом (хромосомних абе­
рацій) в клітинах кісткового мозку на стадії метафази. Це дозволяє оцінювати цитогепетичну 
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активність (здатність викликати хромосомні мутації) хімічних речовин на соматичних кліти­
нах ссавців. 

Лабораторні тварини. Експерименти проводять на білих нелінійних мишах масою 18 20 г 
або щурах масою 180-200 г. Для проведення експериментів рекомендовано також використо­
вувати мишей лінії С57В1/6 [6] або гібридів першого покоління СВАхС57В1/6. 

Реактиви: 
а) розчин колхіцину в концентрації 2,5 мг/мл для дослідів на щурах і 0,25 мг/мл у дослідах 

на мишах; 
- б) розчин Хенкса; 

в) фіксатор - суміш (льодяна оцтова кислота + метанол) 1:3 (готується перед фіксацією, 
зберігається в холодильнику); 

г) гіпотонічний розчин (0,55%) хлористого калію; 
д) азур-еозин для фарбування препаратів: 10 мл дистильованої води + 5 крапель 5% бікар­

бонату натрію + 2,0 мл 0,1% розчину еозину + 5,0 мл 0,1% розчину азуру (фарбу готують пе­
ред застосуванням); 

є) фарба Унна-Блю (0,5 мл метиленовий синій + 0,5 толуїдиновий синій + 5,0 мл 75% ети­
ловий спирт розчинюють у 100 мл 1% К2С03. Кип'ятять 2 хв на слабкому вогні, охолоджують, 
фільтрують. 

Методика. За 2 години до евтаназії тваринам вводять внутрішньоочеревинно розчин колхі­
цину в об'ємі 0,1% від ваги тіла (при масі тіла щура 200 г - 0,2 мл колхіцину). Кінцева доза 
колхіцину 2,5 мг/кг. Тварин піддають евтаназії методом цервікальної дислокації. Виділяють і 
очищають стегнові кістки (для мишей дві, для щурів - одну). Ножицями зрізають епіфізи 
стегнових кісток. За допомогою шприца вимивають із кістки кістковий мозок підігрітим до 
37°С (в термостаті) розчином Хенкса в центрифужну пробірку з тим же розчином. Суспензію 
клітин в розчині Хенкса можна зберігати в термостаті при 37°С до 2 годин. 

Зразу після виділення кісткового мозку або зберігання в термостаті пробірки з суспензією 
центрифугують при 1000 об./хв 5 хвилин. Надосадову рідину відсмоктують. До осаду додають 
З мл підігрітого до 37°С гіпотонічного розчину хлористого калію і ресуспендують, а потім до­
ливають гіпотонічний розчин до 7-8 мл. Пробірки поміщають в термостат при 37"С на 10 хви­
лин і знову центрифугують. Відсмоктують надосадову рідину, залишаючи 0,3 мл. Після ресус-
пендування до осаду додають 6-8 мл охолодженого фіксатора. Пробірки закривають, перемі­
шують суспензію і ставлять у холодильник па 15-20 хвилин. Згодом суспензію знову центри­
фугують, відсмоктують надосадову рідину і додають 5-6 мл свіжого фіксатора. Зміну фікса­
тора проводять таким чином 2-3 рази. 

Перед приготуванням препаратів суспензію центрифугують при 1000 об./хв протягом 5 хви­
лин. Відсмоктують надосадову рідину, залишаючи 1 мл. Осад ресуспендують пастерівською 
піпеткою. На знежирені, мокрі і охолоджені предметні скельця наносять 8-Ю крапель суспен­
зії. Фіксатор спалюють в полум'ї горілки. Скельця висушують на повітрі. Препарати фарбу­
ють розчином азур-еозину або заздалегідь приготовленою фарбою Унна-Блю промивають во­
допровідною водою і висушують на повітрі. 

Аналіз препаратів. Аналіз препаратів проводять на мікроскопах під імерсійним об'єктивом. 
Збільшення 10x90. На кожну тварину аналізують 100 метафаз. Аналіз хромосомних аберацій 
проводять на шифрованих препаратах. Вимоги до відбору метафаз і класифікація типів абе­
рацій викладені в методичних рекомендаціях [1]. Враховують такі показники: процент клітин 
з абераціями хромосом; кількість поодиноких фрагментів, хроматидних обмінів, парних фраг­
ментів, хромосомних обмінів і загальну кількість аберацій на 100 метафаз. Прогалини («ге­
ни») як аберації не реєструються. При наявності в клітині 10 і більше аберацій їх реєструють 
як клітини з множинними абераціями. Для аналізу мітотичної активності визначають міто­
тичний індекс, підраховуючи кількість мітозів на 1000 ядер. 

Враховуючи досвід експериментальних досліджень, можна зробити висновок, що середня 
частота клітин з абераціями хромосом в кістковому мозку тварин самців білих нелінійних ми-
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шей становить 1% (коливання від 0,5 до 2%); у кістковому мозку щурів - 0,8% (0,2-1,6)%. Ста­
теві відмінності в частоті аберантних метафаз у контрольних тварин не спостерігаються. 

Схема проведення дослідів. Для прогнозу цитогенетичного ефекту хімічних речовин у клі­
тинах кісткового мозку ссавців при хронічній дії достатньо обмежитись підгострим експери­
ментом [ 121. Рекомендується проведення 15-добового експерименту. Речовина вводиться зон­
дом внутрішньошлунково з інтервалом 24 години. Контрольним тваринам вводять розчинник 
в аналогічному об'ємі. Тварин забивають через 6 годин після останнього введення препарату; 
використовують 5 доз - від 1/10 ЛД50 і нижче з 3-5-разовим інтервалом між дозами. На кож­
ну групу береться по 6 тварин. 

Статистична обробка. Визначальним є показник «частота аберантних метафаз». Показник 
«кількість аберацій на клітину» може визначатись, але він скоріше свідчить про особливості 
(механізм), ніж про силу дії мутагену. 

Висновок про мутагенну дію речовини, що вивчається, грунтується на порівнянні частки 
клітин зі структурними порушеннями хромосом у досліді та контролі за допомогою критерію 
Стьюдента при Р<0,05: 

М 1=1 1=1 

де n-кількість щурів. 
Потім розраховують різницю середніх досліду та контролю та її помилку (Sd): 

с = ((wi)3L+(*»-*)# (JL + і» * * 
" >W-"*~2 пдосл пк 

Далі розраховують значення t-статистики: 
t = (хдосл ~xk.)/\l 
Отримане значення t-статистики порівнюють з п'ятипроцентним рівнем значущості розпо­

ділу Стьюдента t2v, де а=0,05, v=n;iot,,,+пк-2, який визначається за таблицею 4. 
Попередньо вводять перетворення Фрімана-Тьюкі для стабілізації дисперсії «частки абе­

рантних клітин»для кожної тварини: 
X - 0,5 (arcsin(m/(N+l))0-5 + arcsin((m+l)/(N+l))05). 
Статистичний аналіз результатів мікроскопічного вивчення препаратів на першому етапі 

досліджень може бути здійснений методом послідовного аналізу [12J, суть якого зводиться до 
наступного. Якщо серед перших 100 проаналізованих метафаз (від 2 тварин) не виявлено жод­
ної аберації, то подальший аналіз цього варіанту досліду слід припинити, оскільки отриманої 
інформації достатньо при заданих рівнях помилок обох родів (а=0,05, в=0,20 - ймовірностях 
хибнопозитивного або хибнонсгативного результатів) для прийняття гіпотези про відсутність 
цитогенетичного ефекту. 

Такий підхід дозволяє відхиляти неактивні препарати при мінімальних затратах часу. Якщо 
згаданих умов немає, аналіз повинен бути продовжений до досягнення фіксованих об'ємів ви­
бірки (по 100 метафаз від кожної тварини). Якщо на першому етапі препарат неактивний, ек­
сперимент припиняють. 

4. Метафазний аналіз хромосом у клітинах плодів 
експериментальних тварин 

Метод Бутчер-Фуго придатний для дослідження зародків мишей 11—13-го, а щурів - 12-
14 дня розвитку. Зародки, звільнені від плідних оболонок, вміщують в центрифужні пробір­
ки, з розчином 1,5 мкг/мл колхіцину в 2 мл ізотонічного розчину NaCl і інкубують 1 годину в 
термостаті при 37°С. Додають в пробірку 0,25 мл 25% розчину трипсину і отримують суспен­
зію клітин, яку через 20 хв центрифугують впродовж 8 хв при 1000 об./хв. Осад ресуспен-
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дують у 5 мл гіпотонічного розчину і залишають на 10-15 хв. Після обережного центрифугу­
вання гіпотонічний розчин видаляють, а осад ресуспендують у свіжому фіксаторі. Останній 
змінюють декілька разів, щоразу центрифугуючи і ресусиендуючи клітини в свіжій порції 
фіксатора. На останньому етапі краплю клітинної суспензії вміщують на предметне скло і лег­
ким підігріванням швидко випаровують фіксатор. 

Метод Форда-Уллама призначений для дослідження зародків мишей 16-19-го, а щурів -
17-21 дня антенатального онтогенезу. Цей метод можна використати і для цитогенетичного 
аналізу новонароджених лабораторних тварин. З цією метою шматочок печінки плода вміщу­
ють на годинникове скло і подрібнюють спочатку з допомогою загнутих ножиць, а далі вно­
сять пастерівською піпеткою в фізіологічний розчин або середовище 199 до отримання досить 
однорідної зависі клітин. Мікропіпеткою переносять суспензію клітин в центрифужну про­
бірку, додаючи розчин колхіцину (1,5 мкг/мл) і інкубують протягом 1 год у термостаті при 
37°С. Клітини центрифугують в теплому гіпотонічному розчині і залишають в термостаті на 
15-20 хв, після чого центрифугують 10 хв (1000 об./хв), старанно видаляють гіпотонічний 
розчин, а до осаду доливають 1-2 мл фіксатора і залишають в холодильнику на ЗО хв. Залива­
ють першу порцію фіксатора, струшують пробірку з осадом, доливають 1-1,5 мл свіжого фік­
сатора і через 5-Ю хв знову центрифугують. Процедура повторюється декілька разів. Невели­
ку краплю клітинної суспензії наносять на охолоджене вологе предметне скло і висушують. 

При реалізації цих методів слід уникати тривалої дії колхіцину (понад 1 год) та не рекоменду­
ється перегрівати препарати. Аналіз хромосомних препаратів проводиться так, як і при викорис­
танні раніше описаних методів. За нашими даними, частота спонтанних хромосомних аберацій в 
клітинах зародків постімплантаційних стадій розвитку лабораторних інтактних тварин у мишей 
і у щурів не перевищує 0,5-0,8% [2]. Слід мати на увазі, що чутливість хромосомного апарату клі­
тин зародків до дії зовнішніх факторів знижується в динаміці антенатального онтогенезу. У зв'яз­
ку з цим, при вивченні мутагенної дії різних агентів слід віддавати перевагу використанню мето­
дик, які дозволяють оцінювати каріотип зародків на доімплантаційних стадіях розвитку і під час 
нейруляції та початкового органогенезу. Нижче ми наводимо опис методики Врублевської-Ди-
бана, яка є основною для отримання хромосомних препаратів під час початкового онтогенезу. 

Ця методика прийнятна для роботи з зародками мишей 9-Ю дня розвитку (10-11 день у 
щурів). За 30-40 хв до розтину мишам 9-Ю дня вагітності вводять 0,4-0,5 мл 0,01% розчину 
колхіцину. Після евтаназії розсікають ножицями роги матки та дістають зародки, які після ог­
ляду під бінокулярною лупою вміщують на 20 хв в 1% розчин цитрату натрію при 37°С. Фік­
сація проводиться холодною сумішшю абсолютного метанолу і льодяної оцтової кислоти 
(3:1). Тривалість фіксації при температурі (-4°С) біля ЗО хв, після чого зародки переносять в 
розчин оцтовокислого орсеїну (2% розчин орсеїну в 50% оцтовій кислоті). 

Цей етап є вкрай важливим, оскільки надто сильно пофарбовані орсеїном препарати згодом 
виявляються стійкими до три псин ізації, що ускладнює або робить неможливим диференційне 
пофарбування хромосом. Оптимальний час пофарбування тканин оцтовокислим орсеїном -
ЗО хв. Після цього зародки вміщують в 50% розчин оцтової кислоти і залишають на ніч при тем­
пературі (- 4°С). Безпосередньо перед приготуванням препаратів оцтову кислоту на 1-2 хв за­
мінюють на суміш 50% розчину молочної кислоти і льодяної оцтової кислоти (3:1). Невеликі 
краплі суспензії наносять на знежирене предметне скло, дають їм повністю розтектись і швид­
ко фіксують сумішшю метанолу і оцтової кислоти. Свіжовиготовлені препарати одразу вміщу­
ють на 5-Ю хв у теплий соренсенівський буфер (рН 7,7), промивають дистильованою водою і 
висушують. За необхідності виконують диференційне пофарбування хромосом. 

При дослідах на зародках лабораторних тварин речовини, що випробовуються, можна вво­
дити впродовж кількох днів вагітності (наприклад, з 1-го по 10-й, або з 10-го по 13-й). Забій 
тварин і облік результатів дослідів краще виконувати через 24 години після дії речовини. 

Рівень хромосомних аберацій в клітинах зародків щурів на постімплантаційних стадіях роз­
витку становить 0-0,5% [2]. 
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5. Аналіз частоти поліхроматофільних еритроцитів з мікроядрами 
у кістковому мозку лабораторних тварин (мікроядерний тест) 

У 1973 році J.A.Headdle та W.Schmid незалежно запропонували мікроядерний тест, який 
грунтується на обліку мікроядер у поліхроматофільних еритроцитах кісткового мозку. Суть 
феномену полягає в тому, що під час поділу клітин ацентричні фрагменти хромосом і відста­
лі хромосоми, які не ввійшли в дочірні ядра, формують в цитоплазмі клітин одне, рідше два 
ДНК-містких утворення, що отримали назву мікроядер. Таким чином, облік частоти клітин з 
мікроядрами вказує на цитогенетичну активність фактора, що вивчається. Найнадійніший ре­
зультат дає аналіз мікроядер в еритроцитах кісткового мозку, які дозрівають - поліхромато­
фільних еритроцитах. Диференційне фарбування дозволяє легко відрізнити клітини, які не­
давно пройшли мітоз, від зрілих еритроцитів. Тривалість стадії поліхроматофільних еритро­
цитів близько 24 годин, тому доцільно застосовувати мікроядерний тест тільки в гострих дос­
лідах. Крім показника частоти поліхроматофільних еритроцитів з мікроядрами, можна на тих 
же препаратах оцінити клітинний склад кісткового мозку. 

Лабораторні тварини. Експерименти проводять на білих нелінійних мишах масою 18-20 г 
або щурах масою 180-200 г. Можна використовувати інші види лабораторних тварин. 

Реактиви: 
1. Сироватка крові людини IV групи (АВО) зберігається в морозильнику. Перед дослідом 

розморозити і інактивувати на водяній бані при 60° упродовж 2 годин; 
2. Барвник Май-Грюнвальд; 
3. Барвник Гімза; 
4. Фосфатний буфер рН 7,0 готується таким чином: 2,85 мл розчину А (2,26 г КН2Р04 на 

250 мл дистильованої води) + 2,15 мл розчину Б (5,97 г Na2HP04 на 250 мл дистильованої во­
ди) на 1 літр дистильованої води. Розчин А і Б зберігають у холодильнику. Фосфатний буфер 
застосовується на усіх етапах фарбування препаратів. 

Методика. Застосовують методику в модифікації В.В.Юрченко і Є.Г.Фельдт. Тварин підда­
ють евтаназії методом цервікальної дислокації; виділяють стегнові кістки (у щурів - одну кіс­
тку) і очищують марлею від м'язів. Відрізають верхній кінець стегнової кістки так, щоб було 
видно отвір каналу кістки. В серологічні пробірки об'ємом до 1 мл наливають 0,8 мл сироватки. 
Набирають в шприц 0,2-0,5 мл сироватки з гїробірки і, вставивши голку шприца в канал кістки, 
вимивають кістковий мозок в пробірку. Цю процедуру повторюють 2--3 рази. Пробірки з сус­
пензією клітин центрифугують 5 хвилин при 1000 об./хв. Супернатант відсмоктують. Осад ре-
суспендують пастерівською піпеткою, наносять на кінець сухого знежиреного скла і другим 
склом роблять мазок. Після висушування на повітрі мазок фарбують за такою методикою: 

а) мазок фіксують в метанолі впродовж 3 хвилин; 
б) наносять на мазок барвник Гімза, розведений 1:6 в буфері - 10 хв; 
в) препарати двічі промивають в дистильованій воді; 
г) наносять на скло нерозведений барвник Май-Грюнвальд - 3 хв; 
д) препарати двічі промивають в дистильованій воді і висушують на повітрі. 
Аналіз препаратів. Аналіз проводиться під мікроскопом з використанням імерсійного об'єк­

тива 10x90. Придатними для аналізу вважаються препарати з еритроцитами, поверхня яких не 
має виростів і складок. Поліхроматофільні еритроцити мають сірувато-голубовате забарвлен­
ня, нормохромні ~ оранжево-рожеве. Мікроядра - круглі, з чіткою границею утворення, які ма­
ють темне забарвлення, схоже на забарвлення ядер. Аналіз проводять на шифрованих препара­
тах. Підраховують 1000 поліхроматофільних еритроцитів і визначають кількість їх з мікрояд­
рами. У інтактних тварин кількість поліхроматофільних еритроцитів з мікроядрами колива­
ється від 0 до 5 на 1000 поліхроматофільних еритроцитів. Середній рівень поліхроматофільних 
еритроцитів з мікроядрами в інтактних білих мишей і щурів складає 0,2%. 

Схема проведення дослідів. Вивчення мутагенного ефекту речовин у мікроядерному тесті 
проводиться в гострому досліді. Речовина вводиться зондом внутрішньошлунково 2-разово з 
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інтервалом між введенням 24 години. Евтаназію тварин проводять через 6 годин після остан­
нього введення. Звичайно досліджують 4 дози в інтервалі від 1/5 ЛД50 до 1/500 ЛД50. Кон­
трольним тваринам вводять розчинник. До групи береться по 6 тварин. 

Статистична обробка результатів. Порівняння частот поліхроматофільних еритроцитів з 
мікроядрами в досліді і контролі проводиться за критерієм Стьюдента при попередньому пе­
ретворенні даних по кожній тварині: 

де г - кількість поліхроматофільних еритроцитів з мікроядрами у тварини; п - загальна 
кількість поліхроматофільних еритроцитів у тварин [2, 6]. 

6. Цитогенетичні порушення і сестринські хромати дні обміни in vitro 

Цитогенетичні тести in vitro спрямовані на те, щоб продемонструвати індукцію хромосом­
них порушень в клітинах, що культивуються, які видно під світловим мікроскопом. Як прави­
ло, в цих тестах клітини вивчаються на стадії метафази. Фізичний чи хімічний фактор класи­
фікується як мутаген, якщо він викликає збільшення кількості розривів хромосом у порівнян­
ні з контрольними зразками. 

Багато факторів індукують видимі хромосомні пошкодження лише після проходження клі­
тиною повного циклу реплікації ДНК, тому схема постановки тесту повинна передбачити пев­
ний проміжок часу після обробки, достатній для розвитку аберацій. 

Підготовка матеріалу для вивчення хромосом технічно проста, чим безсумнівно, частково 
пояснюється широке використання цитогенетичних тестів in vitro. 

Сестринські хроматидні обміни (СХО) - це приблизно симетричні обміни між двома хро-
матидами всередині однієї хромосоми (тобто між ідентичними послідовностями ДНК). СХО 
можна виявити під мікроскопом тільки в тому випадку, якщо стають помітними сестринські 
хроматиди. Цією обставиною пояснюються відмінності між методами культивування при ана­
лізі СХО і тими, які використовуються для підрахунку хромосомних аберацій в метафазі. Че­
рез простоту підготовки препаратів і підрахунку СХО, цей метод отримав дуже широке поши­
рення в дослідженнях речовин на мутагенність. Сама по собі індукція СХО, як правило, не 
вважається достатнім доказом мутагенності будь-якого фактора. 

Методика дослідження. Методики, що застосовуються в дослідженнях хромосомних аберацій, 
були детально описані 113]. Для аналізу СХО використовуються лінії фібробластів, виділених із 
яєчника китайського хом'ячка, які перевиваються, і лімфоцити (моноядерні лейкоцити) перифе­
рійної крові людини. Незначна кількість хромосом в клітинах СХО значно полегшує підрахунок. 

Лімфоцити периферійної крові людини не здатні до спонтанного поділу в культурі, але мо­
жуть бути стимульовані до поділу шляхом обробки яким-небудь мітогеном (фітогемаглюти-
ніном). Проводять культивування з свіжоотриманою кров'ю протягом не більше декількох 
циклів поділів. Першої метафази після внесення мітогену клітин досягають не раніше, ніж че­
рез 36-40 годин, після чого вони діляться приблизно кожні 18 годин. 

Спочатку збирають відомості про токсичність хімічного фактора, який досліджується, а зго­
дом в цитогенетичних дослідженнях використовують його концентрації аж до таких, які справ­
ляють на клітини деяку токсичну дію (визначаються шляхом вимірювання мітотичного індек­
су). Для отримання достовірних даних щодо обліку хромосомних аберацій необхідно ставити 
експерименти мінімум в трьох повторах з використанням не менше 3 доз, не враховуючи нега­
тивного контролю. При використанні культури лімфоцитів рекомендується для кожного ек­
сперименту брати кров, як мінімум, від двох донорів. Позитивний контроль - відомий мутаген 
(«прямий» чи «непрямий»). Дози речовини, що тестується, повинні бути від концентрацій, що 
виявляють деякий цитотоксичний ефект, до концентрацій, які становлять 1/4 або 1/8 від цієї 
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величини. Оскільки багато мутагенів викликають ефект лише в дозах, близьких до токсичних, 
тестування низьких концентрацій в ході рутинного скринінгу рідко дає будь-які переваги. 

Культуру клітин вирощують в невеликих культуральних флаконах або безпосередньо на сте­
рильних предметних або покривних скельцях, поки клітини не почнуть проліферувати. Після 
цього додають речовину, що вивчається; краще при цьому змінити культуральне середовище 
новим, в якому міститься речовина, що тестується. Лімфоцити не прикріплюються до стінок 
флаконів або скелець, і їх вирощують в невеликих пляшечках як суспензійну культуру. В куль-
гуру лімфоцитів речовина, що тестується, може бути внесена безпосередньо при її постановці. 
Проте краще чекати, поки клітини перейдуть стадію G0, оскільки токсичні концентрації речо­
вини можуть перешкоджати поділу клітин. Отже, внесення речовини, яка тестується, за 24-
36 годин після початку культивування, очевидно є більш ефективним. 

Інколи виникає необхідність модифікації тест-системи: наприклад, леткі або газоподібні спо­
луки необхідно тестувати у замкнутому просторі. Інколи компоненти сироватки, яка застосо­
вується в культуральному середовищі, можуть зв'язуватись з фактором, що тестується; в цих 
випадках доцільно впродовж декількох годин обробляти клітини безсироватковим середови­
щем, після чого продовжити культивування в нормальному середовищі. Еритроцити, які при­
сутні в культурах лімфоцитів, також здатні зв'язуватись з речовиною, що тестується. Існують 
різні методи виділення лімфоцитів, хоча культури з цільної крові використовуються більш ши­
роко. В досліді слід використовувати систему метаболічної активізації для виявлення мутаген­
ності можливих метаболітів сполук, що тестуються (за винятком тих випадків, коли доведено, 
що клітини лінії, яка використовується, мають здатність до метаболізму, або є надійні свідчен­
ня, що речовина, яка вивчається, має пряму дію). При тестуванні хімічних речовин з невідомою 
мутагенною активністю необхідно ставити досліди, як з метаболічною активацією, так і без неї. 

Час експозиції для обох тест-систем (з активацією і без) різний. Важливо пам'ятати, що сис­
тема активації (тобто S-9 фракція) може справляти токсичну дію на клітини. Внаслідок цього 
в дослідах з використанням фракції S-9 дія сполуки, яка тестується, може бути обмежена ли­
ше 0,5-3 годинами. 

Після введення речовини, що тестується, клітини культивують протягом одного або двох клі­
тинних циклів з тим, щоб більшість клітин досягла першої метафази після обробки, а потім про­
водять фіксацію. Перед фіксацією додають речовину, яка блокує структуру веретена поділу, 
наприклад, колхіцин, для того, щоб зупинити поділ клітин на стадії метафази. Клітини обробля­
ють гіпотонічним розчином (наприклад, 0,55% хлористим калієм), після чого фіксують свіжои-
риготовленою сумішшю метанолу і льодової оцтової кислоти (3:1). Клітини фарбують барвни­
ком Гімза, орсеїном або іншим барвником для хромосом, після чого вивчають під мікроскопом. 
Препарати повинні бути зашифровані. При кожному повторі аналізують мінімум 100 метафаз. 

Оцінка індукції сестринських хроматидних обмінів. Постановка культури для демонстра­
ції СХО здійснюється також і для оцінки хромосомних аберацій, але поряд зі сполукою, що 
тестується, в культуру вносять бромдезоксиуридин (БДУ) в концентраціях 10-25 мкмоль. Ця 
речовина присутня в культурі протягом усього періоду від обробки до фіксації. Необхідно, 
щоб клітини перед тим, як вони будуть зафіксовані, завершили два цикли реплікації ДНК 
(тобто дві S фази). БДУ включається замість тимідину в ДНК, що заново синтезується, і от­
же, в першій метафазі усі хроматиди будуть нести одну нитку ДНК, що містить БДУ, і одну, 
що містить тимідин. Хроматиди в анафазі розділяються; в наступному S-періоді ДНК, що за­
ново синтезується, вже містить БДУ. Оскільки одна матриця ДНК містить БДУ, а друга ні, то 
тепер хромосоми будуть включати ДНК, яка в одній хроматиді змінена повністю (обидві нит­
ки), а в другій - лише наполовину (одна нитка). Ці хроматиди в результаті обробки (описано 
нижче) забарвлюються по-різному (диференційно). 

Фіксація клітин виконується звичайним способом, але після цього клітини фарбують бар­
вником Hoechst 33258, обробляють УФ-випромінюванням і фарбують барвником Гімза. Хро­
матиди, в яких БДУ містить обидві нитки ДНК, забарвлюються набагато слабше, ніж хрома-

178 ДОКЛІІІІЧІІІ дослідження лікарських засобі» (методичні рекомендації) 



Розділ II 
тиди, що містять одну нитку з БДУ. Якщо стався СХО, то в одній з хроматид змінюється за­
барвлення, при цьому спостерігаються зміни в другій хроматиді [15]. Такі хромосоми в другій 
метафазі називають «арлекінами». Хромосоми в клітинах, зафіксованих в першій метафазі, 
мають рівномірно і темнозабарвлені хроматиди, а хромосоми третьої і наступних метафаз виг­
лядають як суміш темнозабарвлених і «арлекінів». Оскільки метафазу другого поділу можна 
встановити за наявністю хромосом - «арлекінів», проблема затримки мітозів при аналізі СХО 
є не настільки суттєвою, як в тесті на індукцію хромосомних аберацій [15]. 

Статистична обробка результатів. Сестринські хроматидні обміни є одним із цитогенетичних 
тестів на генотоксичність, які найчастіше використовуються. Тест СХО, зокрема, рекомендуєть­
ся як індикаторний при виявленні мутагенного потенціалу лікарських засобів, а також промис­
лових технічних сполук. Результати аналізу можуть бути представлені у вигляді двох еквівален­
тних показників: «кількість СХО на одну хромосому» і «кількість СХО на одну клітину». 

Розподіл СХО в клітинах залежить від багатьох факторів: тип культури клітин, тип самих 
клітин, мутагенне навантаження. Розглянемо два варіанти статистичного аналізу - один для 
гомогенних культур клітин (частіше усього це лінії, що перевиваються, типу СХО) і для гете­
рогенних культур (таких, як лімфоцити крові). 

А. Аналіз СХО у культурах клітин, що перещеплюються 
У випадку статистичної оцінки результатів СХО в культурах клітин, що перещеплюються, 

рекомендується застосування тренд-тесту Кокрена-Армітейджа для розподілу Пуассона. Цей 
тест визначає, наскільки відповідь г посилюється нри підвищенні дози L. Таким чином, він с 
тестом для позитивної прямолінійної регресії. Тому дозова залежність повинна бути лінійною 
(хоча цей тест достатньо ефективний і при значних відхиленнях від лінійності). Найчастіше 
це досягається при логарифмуванні значень дози речовини, що досліджується. 

Однак в цьому випадку виникає проблема нульової дози L0, тому що lg(0) є невизначеним. 
Отже краще брати значення L0 такими, щоб вони були до першої концентрації речовини, що 
досліджується, в інтервалі, який дорівнює середньому інтервалу між дозами. Такі значення L0 
можна підрахувати за формулою: 

Ьо-ц-ацм/ск-і)) ел 
де Lk, i=0,l,...,k - дози речовини, що досліджується. 
Процедура статистичного оцінювання Кокрсна - Армітейджа полягає в наступному. Отри­

мані дані розташовуються у вигляді таблиці (табл. 5). Позначимо: 

Р-г , /с і L - 2 f , I , / c 
/=0 

Тоді статистика Кокрена - Армітейджа буде мати вираз: 

Якщо нульова гіпотеза вірна, то статистика z асимптотично розподілена як N (0,1). 
У таблиці 5 подані дані індукції диметилнітрозаміном СХО в клітинах китайського хом'яч­

ка. Спочатку визначають значення Р і L: Р - 6,987, L - 1,349, с,Р - 349,33. Тоді за формулою 
(6.2) отримаємо, що Р< 0,0001. Таким чином, диметилнітрозамін індукує СХО в клітинах ки­
тайського хом'ячка. 

Б. Статистична обробка даних аналізу СХО в культурі лімфоцитів 
Оскільки розподіл СХО в лімфоцитах людини може варіювати в залежності від різних при­

чин, то для статистичної оцінки результатів аналізу СХО в культурі лімфоцитів пропонуєть­
ся використовувати критерій Терпстра-Джонкхіера. Цей тест є непараметричним аналогом 
тренд-тесту. 
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Процедура статистичної оцінки полягає в наступному. Отримані дані розташовуються в 

таблиці (табл. 7). Вони складаються з #=£/!, спостережень, по iij спостережень на j-ю оброб­
ку, j=l,...,k. '"' 

Під спостереженням тут розуміють кількість проаналізованих клітин для кожної дози речо­
вини, що досліджується. Тоді Xnk - це кількість СХО в клітині при дозі к. 

Далі підраховується к(к-1)/2 значень статистики Манна-Уітні 
Um,.u < v, де 

uuv = ££(*,*•*,„) 6.3 

а (1а,Ь) =1, якщо 'а<Ь 
=5, якщо а=Ь 
=0, якщо а>Ь. 

Далі визначається сума k(k-l) значень статистики Манна-Уітні 
* *=1 к 

u<v лі—І **Juv Z—1 *Сц Uu ' UV 

Оскільки за реальних умов розрахунки ведуть для великої вибірки (п>10), то слід оціню­
вати не саму статистику J, а її наближення для великої вибірки: 

г = а~Е()о))/(уаг0а))о-05,де 
Eo(J) = (N2-X»y2 У * 6.5 

var0O) = (N2(2N+3) - п/ (2щ +3) )/72 

При виконанні нульової гіпотези статистика J* має асимптотичний розподіл N (0,1). 
Розглянемо конкретний приклад. У таблиці 8 наведені дані з вивчення індукції СХО 3-амі-

нобензамідом в лімфоцитах людини. Спочатку, скориставшись формулою (6.3), підрахуємо 
k(k-l)/2 статистики Манна-Уїтні: U12=246,5, U13 - 293,5, U14=313, U15 =359, U1C=341, 
U23= 257, U24 = 289,5, U25=337, U26 =319, U34=234,5, U35 =268, U36=260,5, U45=209, U4G =227, 
U56=220. Далі, за .формулою 6.4 підраховується сума статистик Манна-Уітні J=4174,5 та за 
формулою 6.5 визначається значення статистики J*: 

J*=(4174,5 - 0,25 • (1202 - 6 • 202 )) / (1202 • 24 - 6 • 43 • 202) /72)05 - 5,41 
З таблиці (додаток 2) знаходимо, що нульова гіпотеза відхиляється на рівні значущості, мен­

шому за 0,001 (20 посилання на математичну обробку Лазутки). 
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Додатки 
Таблиця 1 

Перетворення і оцінка середніх параметрів показника, що реєструється 
(кількість ревертантів на чашках), отриманого при тестуванні препарату 

на тест-штамі Salmonella typhimurium ТА 1537 
Доза 

препарату, 
мкг/г 

МС+ мс-Доза 
препарату, 

мкг/г 
Значення 

показників, що 
тестуються 

Середнє Значення 
показників, 

що тестуються 

Середнє 

0,1 X 6 5 6 
У 1,79 161 1,79 

1,73 X 10 9 7 
У 2,30 2,20 1,95 

2,15 

1,0 
X 12 7 16 
У 2,48 1,95 2,77 

2,40 X 4 10 11 
У 1,39 2,30 2,40 

2,03 

10,0 X 6 10 11 
У 1,79 2,30 2,40 

2,16 X 10 11 9 
У 2,30 2,40 2,20 

2,30 

100,0 X 16 13 8 
У 2,77 2,56 2,08 

2,47 X 8 15 16 
У 2,08 2,71 2,77 

2,52 

10000,0 X 21 18 23 
У 3,04 2,89 3,14 

3,02 X 56 25 31 
У 4,03 3,22 3,43 

3,56 

0 X 9 19 16 
У 2,20 2,94 277 

2,64 X 5 12 8 
У 1,61 2,48 2,48 

2,06 

Таблиця 2 
Випадкові залишки, які отримуються із середніх параметрів 

Доза 
препарату 

мкг/г 

Випадкові залишки, які отримуються й^=у^-уц Доза 
препарату 

мкг/г МС+ мс-
0,1 +0,06 -0,12 +0,06 +0,15 +0,05 -0,20 
1,0 +0,08 -0,45 +0,37 -0,64 +0,27 +0,37 

10,0 -0,37 +0,14 +0,24 0 +0,10 -0,10 
100,0 +0,30 +0,09 -0,39 -0,44 +0,19 +0,25 

10000,0 +0,02 -0,13 +0,12 +0,47 -0,34 -0,13 
0 -0,44 +0,30 +0,13 -0,45 +0,42 +0,02 

Таблиця З 
Схема експерименту 

Тест-
штами 

Досліджува­
на речовина 

доза 
мкг/г 

Кількість колоній ревертантів на чашку Тест-
штами 

Досліджува­
на речовина 

доза 
мкг/г МС+ мс-

Тест-
штами 

Досліджува­
на речовина 

доза 
мкг/г 

X, х2 Хз X Хо/Хк X, х2 Хз X Хо/Хк 
0,1 
1,0 

ТА 10,0 
100,0 

100 1000,0 
к 

+к 
Кф 

МС+ -- варіант досліду з метаболічною активацією 
МС- - варіант досліду без метаболічної активації 
XpXj.X;) - кількість колоній на чашку 
- К - негативний контроль 
^ К - позитивний контроль 
К,|, - контроль ефективності функціонування системи метаболічної активації 
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Таблиця 4 

Кількість 
ступенів 
свободи 

Рівень значущост і Р Кількість 
ступенів 
свободи 0,1 0,05 0,02 0,01 0,001 

1. 6,31 12,70 31,82 63,66 -
2. 2,92 4,30 6,97 9,93 30,60 
3. 2,35 3,18 4,54 5,84 12,94 
4. 2,13 2,78 3,75 4,60 8,61 
5. 2,02 2,57 3,37 4,03 6,86 
6. 1,94 2,45 3,14 3,71 5,96 
7. 1,90 2,37 3,00 3,50 5,41 
8. 1,86 2,31 2,90 3,36 5,04 
9. 1,83 2,26 2,82 3,25 4,78 
10. 1,81 2,23 2,76 3,17 4,59 
11. 1,80 2,20 2,72 3,11 4.44 
12. 1,78 2,18 2,68 3,06 4,32 
13. 1,77 2,16 2,65 3,01 4,22 
14. 1,76 2,15 2,62 2,98 4.14 
15. 1,75 2,13 2,60 2,95 4,07 
16. 1,75 2,12 2,58 2,92 4,02 
17. 1,74 2,11 2,57 2,90 3,97 
18. 1,73 2,10 2,55 2,88 3,92 
19. 1,73 2,09 2,54 2,86 3,88 
20. 1,73 2,09 2.53 2,85 3,85 
21. 1,72 2,08 2,52 2,83 3,82 
22. 1,72 2,07 2,51 2,82 3.79 
23. 1,71 2,07 2,50 2,81 3,77 
24. 1,71 2,06 2,49 2,80 3,75 
25. 1,71 2,06 2,49 2,79 3,73 
26. 1,71 2,06 2,48 2,78 3,71 
27. 1,70 2,05 2,47 2,77 3,69 
28. 1.70 2,05 2,47 2,76 3,67 
29. 1,70 2,05 2,46 2,76 3,66 
30. 1,70 2,04 2,46 2,75 3,65 

1,64 1,96 2,33 2,53 3,29 

Таблиця 5 
Таблиця для даних аналізу СХО тестом Кокрена-Армітейджа 

Рівень дози Кількість сестринських 
хроматидних обмінів 

Кількість проаналізованих 
клітин 

Lo го Co 
L, Гі Сі 

... 
U Гк Ск 

Сума k 

1=0 

k 

(«0 
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Таблиця 6 

Індукція СХО в клітинах китайського хомячка диметилнітрозоаміном 
Доза мкг/мл Логарифм дози Кількість СХО Кількість проаналізованих клітин 

0,0 -5,179 293 50 
0,005 -3,699 323 50 
0,05 -2,699 329 50 
0,5 -1,699 397 50 
50,0 1,699 352 50 

5000,0 3,699 402 50 
гі= 2096 с=300 

Таблиця 7 
Таблиця для даних аналізу СХО Терпстра-Джонкхіера 

номер клітини дози речовини номер клітини 
1 2 ... k 

Кількість СХО 
в клітинах 

1 Х)1 Х12 Xlk 

2 Х21 Х22 ... X2k 

... ... 
п Х„1 Х„2 Xnk 

Таблиця 8 
Індукція СХО в лімфоцитах крові людини 3-амінобензамідом 

N 
кл. 

Д ози 3-амінобензаміду, MM N 
кл. 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 
N 
кл. 

1 2 3 4 5 6 
1. 9 7 8 24 17 13 
2. 15 12 24 19 12 9 
3. 8 10 21 8 18 16 
4. 8 11 7 18 13 8 
5. 10 7 10 14 19 23 
6. 12 12 11 24 17 24 
7. 13 10 9 16 13 13 
8. 9 8 8 12 14 7 
9. 12 13 14 20 16 11 
10. 5 8 24 19 20 19 
11. 11 15 12 12 15 24 
12. 9 10 15 9 13 22 
13. 6 13 16 8 9 18 
14. 9 5 10 9 15 10 
15. 4 12 11 13 19 13 
16. 7 9 7 7 14 17 
17. 9 13 11 18 10 12 
18. 4 7 14 19 10 13 
19. 13 8 12 7 11 20 
20. 15 14 13 13 17 20 
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Додаток 1 

Значення статистики Даннета 
Kv 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

5 2,02 2,44 2,68 2,85 2,98 3,08 3,16 3,24 3,30 
6 1,94 2,34 2,56 2,71 2,83 2,92 3,00 3,07 3,12 
7 1,89 2,27 2,48 2,62 2,73 2,82 2,89 2,95 3,01 
8 1,86 2,22 2,42 2,55 2,66 2,74 2,81 2,87 2,92 
9 1,83 2,18 2,37 2,50 2,60 2,68 2,75 2,81 2,86 
10 1,81 2,15 2,34 2,47 2,56 • 2,64 2,70 2,76 2,81 
11 1,80 2,13 2,31 2,44 2,53 2,60 2,67 2,72 2,77 
12 1,78 2,11 2,29 2,41 2,50 2,58 2,64 2,69 2,74 
13 1,77 2,09 2,57 2,39 2,48 2,55 2,61 2,66 2,71 
14 1,76 2,08 2,25 2,37 2,46 2,53 2,59 2,64 2,69 
15 1,75 2,07 2,24 2,36 2,44 2,51 2,57 2,62 2,67 
16 1,75 2,06 2,23 2,34 2,43 2,50 2,56 2,61 2,65 
17 1,74 2,05 2,22 2,33 2,42 2,49 2,54 2,59 2,64 
18 1,73 2,04 2,21 2,32 2,41 2,48 2,53 2,58 2,62 
19 1,73 2,03 2,20 2,31 2,40 2,47 2,52 2,57 2,61 
20 1,72 2,03 2,19 2,30 2,39 2,46 2,51 2,56 2,60 
24 1,71 2,01 2,17 2,29 2,36 2,43 2,48 2,53 2,57 
30 1,70 1,99 2,15 2,25 2,30 2,40 2,45 2,50 2,54 
40 1,68 1,97 2,13 2,23 2,29 2,37 2,42 2,47 2,51 
60 1,67 1,95 2,10 2,21 2,28 2,35 2,39 2,44 2,48 
120 1,66 1,93 2,08 2,18 2,26 2,32 2,37 2,41 2,45 

1,64 1,92 2,06 2,16 2,23 2,29 2,34 2,38 2,42 
Додаток 2 

Математична обробка Лазутки 
t Соті долі t t 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0,0 1000 9920 9840 9761 9681 9601 9521 9441 9361 9283 
0,1 9203 9124 9045 8966 8887 8808 8729 8650 8571 8493 
0,2 8415 8337 8259 8281 8103 8026 7949 7872 7795 7718 
0,3 7642 7566 7489 7414 7338 7263 7188 7114 7039 6965 
0,4 6892 6818 6745 6672 6599 6527 6455 6383 6312 6241 
0,5 6171 6101 6031 5961 5892 5823 5755 5687 5619 5552 
0,6 5485 5419 5353 5287 5222 5157 5092 5028 4965 4902 
0,7 4839 4777 4714 4654 4593 4532 4472 4413 4354 4295 
0,8 4237 .4179 4122 4065 4009 3953 3898 3843 3789 3753 
0,9 3681 3628 3576 3524 3742 3421 3370 3320 3371 3222 
1,0 3173 3125 3077 3030 2983 2937 2891 2846 2801 2757 
1,1 2713 2670 2627 2585 2543 2501 2460 2420 2360 2340 
1,2 2301 2263 2225 2187 2158 2113 2077 2041 2025 1970 
1,3 1936 1902 1868 1835 1802 1770 1738 1707 1676 1645 
1,4 1615 1585 1556 1527 1499 1470 1442 1416 1389 1362 
1,5 1336 1310 1285 1260 1236 1211 1188 1164 1141 1118 
1,6 1095 1374 1052 1031 1010 0989 0969 0949 0930 0910 
1,7 0891 1073 0854 0836 0819 0801 0784 0767 0751 0734 
1,8 0719 0703 0688 0672 0658 0643 0628 0615 0601 0588 
1,9 0574 0561 0549 0536 0524 0512 0500 0488 0477 0466 
2,0 0455 0444 0434 0423 0413 0404 0394 0384 0375 0366 
2,1 0357 0349 0340 0332 0323 0315 0308 0300 0292 0285 
2,2 0278 0271 0264 0258 0251 0244 0238 0232 0226 0220 
2,3 0214 0209 0203 0198 0193 0188 0183 0178 0173 0168 
2,4 0164 0159 0155 0151 0147 0142 0139 0135 0131 0128 
2,5 0124 0121 0117 0114 0111 0108 0105 0102 0099 0096 
2,6 0093 0091 0088 0085 0082 0080 0078 0076 0074 0071 
2,7 0068 0067 0065 0063 0061 0060 0058 0056 0054 0053 
2,8 0051 0049 0048 0046 0045 0044 0042 0041 0040 0038 
2,9 0037 0036 0035 0034 0033 0032 0031 0030 0029 0028 
3,0 0027 0019 0014 0010 0007 0005 0003 0002 0001 0001 
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Вступ 

Особливе місце на етапі експериментальної апробації нових лікарських засобів (ЛЗ) займає 
виявлення та запобігання небезпеки їх дії як канцерогенних речовин. Незважаючи на те, що 
цій проблемі присвячено велику кількість робіт та низку методичних рекомендацій [1 -9J, де­
які особливості питання про канцерогенпість лікарських речовин недостатньо відомі дослід­
никам. Згідно з даними Міжнародного агентства з вивчення раку (МАВР), 115 хімічних спо­
лук, їх похідних та комбінацій визнані канцерогенними для людини і зняті з виробництва. 

Доведено, що пухлини у людини можуть викликати радіоактивні речовини, препарати, до 
складу яких входить миш'як, похідні амінофенолу, алкілуючі агенти, деякі імунодепресапти, 
група гормональних препаратів, їх похідні та ін. 

Тестування лікарських засобів на канцерогенну активність має багато спільного з методич­
ними принципами вивчення канцерогенної активності хімічних речовин, біологічних продук­
тів та харчових домішок. Проте є велика різниця у тлумаченні результатів і оцінці потенцій­
ної небезпеки ЛЗ для людини. Це пояснюється тим, що окремі категорії людей, в тому числі 
діти, при певних захворюваннях змушені тривалий час або протягом багатьох років вживати 
ліки, і відсутність добре налагодженої служби перевірки лікарських засобів на канцерогенні 
властивості може коштувати їм життя, оскільки дія канцерогенного агенту або його метаболі­
тів полягає у безпосередньому або опосередкованому взаємозв'язку з геномом клітини, нас­
лідком чого може бути виникнення злоякісного новоутворення. До цього часу в Україні не іс­
нує чітко сформульованих узагальнених вимог до вивчення канцерогенних властивостей ЛЗ. 

Враховуючи зазначене, виникла необхідність у створенні методичних рекомендацій стосов­
но тестування ЛЗ та речовин як потенційних ЛЗ на канцерогенпість та оцінки їх імовірної не­
безпеки для людини. У подальшій роботі необхідно вирішувати питання про дозвіл на клінічні 
випробування нового лікарського засобу та впровадження його у медичну практику тільки в ра­
зі наявності необхідних матеріалів щодо проведення досліджень на можливу бластомогенність, 
виконаних на лабораторних теплокровних тваринах (миші, щури, кролі, собаки та деякі ін.). 

1. Основні принципи відбору та характеристика лікарських засобів 
для проведення експериментальних досліджень на канцерогенність 

У всіх випадках на початкових стадіях доклінічного вивчення нового ЛЗ є необхідним: 
• аналітичне вивчення даних літератури про подібний хімічний клас препарату; 
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• визначення його фізико-хімічних властивостей та складу лікарської форми, що рекомен­

дується; 
• оцінка способу застосування ЛЗ у клініці; 
• експертний аналіз іншої інформації. 
Усі ЛЗ, які підлягають обов'язковій оцінці канцерогенної небезпеки для людини (на підста­

ві аналізу інформації або даних експериментальних досліджень), поділяються на: 
• принципово нові, які не мають хімічних аналогів; 
• відтворені у відомому хімічному ряду; 
• нові ЛЗ, створені за аналогами відомих хімічних структур; 
• оригінальні ЛЗ за індивідуальною структурою, яку можна віднести до відомого хімічного 

ряду. 
При вирішенні питання про тестування на канцерогенність у хронічному експерименті та 

визначення черговості досліджень необхідно керуватись наступними принципами. 
1. Обов'язковому тестуванню повинні підлягати синтезовані лікарські речовини, які реко­

мендуються: 
• як лікувальні, лікувально-косметичні, репелентні засоби та контрацептиви, особливо ті, 

що рекомендуються для вживання протягом всього життя тривалими (понад 15 днів) повтор­
ними курсами; 

• для використання без призначення лікаря; 
• для застосування у педіатричній практиці; 
• для лікування вагітних жінок та у період лактації при терапевтичних захворюваннях. 
2. Рішення про доцільність дослідження на канцерогенну активність приймається Держав­

ним фармакологічним центром МОЗ України у випадках, коли ЛЗ призначений для лікуван­
ня злоякісних новоутворень у дітей при одноразовому або короткостроковому застосуванні 
курсами (до 14 днів), які не повторюються. 

3. Тестування на канцерогенність не обов'язкове для ЛЗ, які пропонуються: 
• для лікування злоякісних новоутворень у дорослих; 
• для лікування захворювань, що становлять безпосередню загрозу для життя; 
• відтворюваних аналогів зарубіжних ЛЗ, якщо в літературі є достатньо обгрунтовані свід­

чення про відсутність у них потенційних канцерогенних властивостей. 
Критеріями добору для встановлення першочерговості досліджуваних ЛЗ, перелічених у 

пи. 1 та 3, можуть слугувати: 
• структурна схожість з відомими канцерогенами, мутагенами, тератогенами або їх метабо­

літами; 
• наявність даних, що свідчать про канцерогенні властивості аналогів за структурою, які зас­

тосовувались у клінічній практиці; 
• наявність цитостатичних, алкілуючих, гормоноподібних, рістстимулюючих властивостей; 
• дані про позитивні реакції у короткострокових тестах на мутагенність (проба Еймса, метод 

хромосомних аберацій або здатність до ковалентного зв'язування із ДНК та інші); 
• недостатні відомості про канцерогенність ЛЗ для експериментальних тварин у раніше 

проведених дослідженнях. 
Лікарські засоби, зазначені у пп. 1 та 2, при наявності одного з вищеназваних критеріїв підля­

гають обов'язковому тестуванню на канцерогенність. Слід зазначити, що при доклінічному дос­
лідженні дозволяється використовувати ряд короткострокових тестів, за допомогою яких ЛЗ пе­
ревіряється на мутагенність. Навіть у разі позитивного (що виключає мутагенну дію) завершен­
ня цих випробувань, новий ЛЗ підлягає вивченню на канцерогенну активність на тваринах при 
дотриманні всіх нижчезгаданих вимог. Лише у випадках, коли ЛЗ за жодним критерієм не підпа­
дає під вимоги до речовин, які підлягають обов'язковому першочерговому дослідженню на кан­
церогенність, Державний фармакологічний центр може дати дозвіл на клінічні випробування на 
підставі коротко- та середньострокових тестів [2, 10, 11]. Якщо лікарська форма складається з 
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кількох інгредієнтів, випробуванню на канцерогенність підлягає комплекс у цілому, а в разі його 
канцерогенності проводиться аналогічне дослідження окремих складових. Допоміжні речовини, 
які входять до складу ЛЗ (стабілізатори, розчинники, наповнювачі) і не мають дозволу на вико­
ристання у медицині, потребують окремої для кожної з них перевірки на канцерогенність. 

2. Вимоги до проведення експериментальних 
досліджень на визначення канцерогенності речовини 

2.1. Добір експериментальних тварин 

При плануванні дослідження щодо добору тварин слід керуватись такими критеріями: 
• доступність; 
• вартість; 
• чутливість до канцерогенів; 
• стабільність реакцій; 
• схожість з людиною за метаболізмом та характером реакцій на вплив шкідливих речовин. 
Доцільно віддавати перевагу тим тваринам, тривалість життя яких дозволяє простежити дію 

ЛЗ до їх природної загибелі. 
Найчастіше у хронічному експерименті на канцерогенність використовують два види тва­

рин обох статей, як правило, це миші та щури. Проте, які б тварини не планувались для дос­
лідження, не лінійні чи лінійні, бажано мати таку інформацію про особливість їх існування: 

• середня тривалість життя; 
• стійкість до інфекцій; 
• частота спонтанних пухлин; 
• видова чутливість до канцерогенних речовин. 
У тому випадку, коли передбачається використовувати інші види тварин (собаки, мавпи, 

кролі, ховрахи), другим видом, як правило, повинні бути миші або щури. Останні можуть бу­
ти імбредними або неімбредними, але з низькою варіабельністю частоти спонтанних пухлин. 
Перевагою імбредних тварин є стабільність та передбачуваність їх реакцій на канцерогенні ре­
човини, що дає можливість зменшити імовірність хибних результатів. 

Дослідження рекомендується починати на тваринах віком 1,5-3 місяці або, за можливості, 
одразу після того, як їх відлучили від матері (маса мишей в останньому випадку повинна ста­
новити 16-18 г, щурів - 80-100 г). 

Кількість тварин повинна бути такою, щоб можна було отримати статистично вірогідні ре­
зультати. У кожній дослідній групі має бути не менше 50 тварин кожної статі, при цьому слід 
зазначити, що самців і самиць необхідно утримувати окремо. На випробування однієї речови­
ни при одному шляху введення та двох дозах потрібно не менше, ніж 600 тварин (200 мишей 
та 200 щурів у піддослідних групах та 200 тварин у контролі). 

Якщо одночасно досліджується декілька речовин, кількість тварин контрольної групи завжди 
повинна бути ідентичною такій самій у дослідній групі, але не менше 50 тварин. При одночасно­
му дослідженні кількох речовин вона збільшується і становить 50» Vn̂  де п - кількість груп [ 11. 

У разі оцінки гормональних препаратів (наприклад, контрацептивів) тестування на канце­
рогенність рекомендується проводити також на великих тваринах - собаках або мавпах. Пе­
ріод спостереження збільшується до 7-10 років. У цьому випадку у Державний Фармаколо­
гічний центр МОЗ України кожні 2 роки подаються етапні проміжні звіти про стан піддослід­
них тварин. 

Наявність контрольної групи є обов'язковою умовою у всіх випадках, навіть коли онколо­
гічні характеристики для дослідних тварин добре відомі, бо спектр та частота спонтанних пух­
лин з часом можуть мінятись навіть у високо імбредних ліній. Контрольні та піддослідні тва­
рини повинні бути одного віку, отримані одночасно з одного розплідника. 
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У разі введення ЛЗ у спеціальному розчиннику необхідний додатковий контроль з групи 
тварин, які повинні отримувати розчинник тим же шляхом, що і тварини дослідної групи. 

Дослідні та контрольні тварини повинні утримуватись за однакових умов, на повноцінному 
раціоні, стандартизованому за складом вітамінів та мікроелементів, і проходити один і той же 
період карантину. 

Всі тварини дослідних та контрольних груп мають бути промарковані і зареєстровані в про­
токолі досліджень. Тривалість дослідження визначається схемою вивчення конкретного ЛЗ. 
Бажано, щоб дослідження тривало до повного вимирання піддослідних тварин. Але в деяких 
випадках, залежно від конкретного ЛЗ, тривалість дослідження може визначатися рекоменда­
ціями [7], згідно з якими вона може бути для щурів 130 тижнів, для мишей ~ 120, для ховра­
хів - 100 тижнів. Дослід може бути закінчений тоді, коли у контрольній групі залишилися жи­
вими 25% тварин або у дослідних групах виявлено понад 80 % тварин з пухлинами. 

Слід відзначити, що питання про закінчення досліджень може бути вирішеним наприкінці 
експерименту окремо для самиць та самців в залежності від отриманих результатів. 

2.2. Визначення дози препарату 

Для вивчення канцерогенності ЛЗ, як правило, використовують дві дози. 
Доведено, що при тестуванні найбільш виражений канцерогенний ефект спостерігається 

при використанні максимально переносимо!' дози (МПД). 
Відповідно до міжнародних вимог за МПД слушно вважати максимальну дозу, яка не приз­

водить до загибелі тварин від токсичної дії і спричиняє у субхронічному експерименті гальму­
вання зростання маси тіла не більше як на 10% порівняно з контролем. 

Максимальна доза перебуває на рівні ЛД16, яка визначається у гострому досліді. Наступні 
дози мають бути нижчими ніж МПД і становити 1/30 і 1/50 від ЛД50. 

Визначення МПД проводиться на кожному виді тварин обох статей, при кожному шляху 
введення ЛЗ. 

Методичні підходи до визначення МПД при проведенні тестування хімічних та фармаколо­
гічних речовин викладені у спеціальній літературі [12,13]. 

Контрольним тваринам вводять розчинник. 
Збільшення МПД під час хронічного досліду є неприпустимим. 
Згідно з пропозиціями МАВР, під час дослідження введення ЛЗ може тривати лише певний 

час, який для щурів становить 108 тижнів, для мишей - 104, для ховрахів - 90 тижнів. 

23. Шляхи введення лікарських засобів 

Плануючи шляхи введення ЛЗ у досліді, слід враховувати, які способи застосування та шля­
хи введення рекомендуються для його використання у медичній практиці. Методи введення 
ЛЗ у дослідах мають бути відповідними до методів введення в клініці. 

Шляхи введення досліджуваних речовин можуть бути різними: иероральний, нашкірний, 
внутрішньошкірний, підшкірний, внутрішньом'язовий, внутрішньовенний, внутрішньооче-
ревинний, інгаляційний, внутрішньотрахеальний, внутрішньоартеріальний, трансплацентар-
ний, внутрішньоочний, введення в пряму кишку та ін. 

При вивченні канцерогенності ЛЗ, як правило, використовуються два шляхи введення. 
Вибір методу введення ЛЗ залежить від його фізико-хімічних властивостей (агрегатного ста­

ну, розчинності), фармакокінетики та способу застосування. У всіх випадках рекомендується 
одним із иіляхів введення використовувати внутрішньопілунковий. У тих випадках, коли ЛЗ 
застосовується тільки внутрішньошлунково, досить обмежитись одним шляхом введення. 

2.3.1. Пероральне введення. Це найбільш поширений шлях застосування ЛЗ, і тому його 
визнано найбільш адекватним для більшості речовин, що вивчаються. Останні вводяться з 
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питною водою та іншими речовинами, продуктами харчування або через шлунковий зонд. 
Як шлунковий зонд може бути використана гумова трубка діаметром 2-3 мм. Зручно також 
користуватись металевим зондом, виготовленим з голки для шприца. Для цього гострий кі­
нець голки сточують і на нього напаюють оліву. Виготовлений таким чином зонд дугоподіб­
но вигинають під кутом ЗО градусів. Перед введенням у шлунок тварини зонд одягають на 
шприц. Як правило, процедура введення зонду не супроводжується ускладненнями. Але 
при проведенні її слід додержуватись обережності, щоб не травмувати слизових оболонок. 
Необхідно пильно стежити за тим, щоб оліва не мала гострих виступів. Введення ЛЗ через 
шлунковий зонд дозволяє проводити більш точне його дозування. Зондом доцільно вводи­
ти речовину через добу. Якщо через зонд вводиться речовина, не розчинна у воді, її змішу­
ють з рідкими харчами, крохмалем, готують емульсії або суспензії. Загальний об'єм рідини, 
яка вводиться, не повинен перевищувати для мишей - 0,5 мл, для щурів - 2 мл. Частота вве­
дення досліджуваних речовин повинна бути наближена до частоти введення ЛЗ хворим. 
Найраціональнішим с 3-разове вживання на добу або 5-разове при низькому рівні кумуля­
ції речовини. 

2.3.2. Парентеральні шляхи введення (підшкірний, внутрішньошкірний, нашкірний, внут-
рішньом'язовий, внутрішньоочеревинний шляхи та ін.). Ці способи введення адекватні шля­
хам надходження ЛЗ у організм людини, виключаючи внутрішньоочеревинний, який не має 
широкого застосування у медичній практиці. Перевагою парентеральних шляхів введення є 
простота, точність дозування речовини, можливість отримання місцевого та системного 
ефектів. Частота введення лікарських препаратів не повинна перевищувати 1-2 рази на тиж­
день. Для ін'єкцій готують розчин речовини або суспензію у воді, крохмалі, рослинному мас­
лі, гліцерині. При підшкірному застосуванні досліджуваної речовини загальний об'єм рідини, 
яка вводиться, не повинен перевищувати: для щурів 1-2 мл, для мишей - 0,2 мл; при внутріш-
ньом'язовому: для щурів - 0,5 мл, для мишей - 0,2 мл; при внутрішньоочеревинному: для щу­
рів - 2 мл, для мишей - 0,5 мл. 

2.3.3. Нашкірне тестування. Цей спосіб поширений для випробування тих лікарських речо­
вин, які використовуються у клініці у вигляді аплікацій на шкіру та слизові оболонки, а також 
для змащування шкіри. Перевага у цих дослідженнях надасться мишам, але можуть бути ви­
користані і кролі. Щури, враховуючи відносну резистентність їх шкіри до індукції пухлин, для 
таких експериментів не придатні. Рекомендується використовувати мишей гібридів першого 
покоління (С57В1хСВА), а також С57В1, СВА. Можливе також використання неінбредних 
мишей. Нанесення ЛЗ на шкіру слід проводити 2-3 рази на тиждень. У разі необхідності, як 
розчинник використовується ацетон та диметилсульфоксид. Речовина наноситься на заздале­
гідь вистрижену від шерсті шкіру міжлопаткової області за допомогою піпетки (якщо це ми­
ші) або на шкіру вуха (якщо дослід проводиться на кролях). Щоб утримати на шкірі піддос­
лідних тварин ЛЗ, підбирають в'язкий за фізичними властивостями та нейтральний розчин­
ник. При відростанні шерсті проводять повторні стрижки. Розрахунок дози речовини прово­
дять, виходячи з ваги краплі та числа крапель у 1 мл розчину. 

2.3.4. Внутрішньотрахеальне введення. Використовується тоді, коли цей шлях с основним 
шляхом попадання ЛЗ в організм людини. Досліди можуть проводитись на щурах, ховрахах 
та мишах. Позитивною стороною при використанні щурів та ховрахів є те, що в них рідко 
спостерігаються спонтанні пухлини легень. Але запальні захворювання легень у щурів мо­
жуть внести труднощі у проведення довгострокового хронічного експерименту. Використову­
ючи мишей, слід пам'ятати про можливість появи у них спонтанних пухлин легень (найчасті­
ше аденом) і необхідність враховувати її нри аналізі результатів досліджень в цілому. 

Інстиляцію речовин у легені можна проводити у вигляді водних розчинів або суспензій чи 
аерозолів. Можливе використання різних колоїдних розчинів білка. Для більшої тривалості 
перебування речовини у легенях рекомендується до розчину (суспензії) додавати невелику 
частину інертної речовини, яка с в переліку наповнювачів для ЛЗ. 
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Розділ II 
Інтратрахеальне введення ЛЗ здійснюється під легким ефірним наркозом або після парен­

терального введення барбітуратів. Тварина може бути фіксована на операційному столику 
для дрібних тварин, у спеціальному пеналі або підвішена на штативі за передні зуби. Рот роз­
кривають пінцетом, витягають язика і у ротову порожнину вставляють вушну лійку, через яку 
освітлюють вхід у гортань за допомогою отоларингологічного лобного рефлектора. Затуплену 
на кінці голку під візуальним контролем вводять у трахею. Свідченням правильного її введен­
ня є дихання тварини через голку. Підготовлений для дослідження ЛЗ набирають в необхід­
ній кількості у туберкуліновий шприц, залишивши над ним 0,1-0,2 мл повітря. Речовину 
швидко вводять у легені, а за нею - повітря, що залишилось у шприці. 

При застосуванні ефірного наркозу може бути використана конусоподібна металева лійка, 
по горизонталі розділена металевою сіткою. На сітці з боку звуженої частини лійки кладеться 
вата, на яку дозовано за допомогою крапельниці з вузьким отвором, розташованої на флаконі 
з медичним ефіром, наносяться 1-2 краплі ефіру. 

Л3 слід вводити 1-2 рази на місяць по 0,2-0,5 мл щурам та ховрахам, по 0,05-0,1 мл - ми­
шам. Використання інгаляційних камер можливе тільки за умови систематичного об'єктивно­
го контролю концентрацій речовини. У всіх випадках необхідне проведення відповідних кон­
трольних експериментів. 

2.3.5. Трансплацентарний метод. Використовується у тих випадках, коли препарат розра­
хований для вживання вагітним жінкам та для лікування дітей. Схема тестування включає 
введення ЛЗ вагітним самицям, починаючи з 2-15 дня вагітності (1-й день вагітності визна­
чається за вагінальними мазками), і триває в період лактації, а після відлучення молодих тва­
рин починається введення їм препарату протягом 24-х місяців. 

2.4. Патоморфологічне дослідження експериментального матеріалу 

Після початку експериментальних досліджень всі загиблі та забиті тварини, згідно зі схемою 
проведення досліду, наведеною у табл. 1, підлягають патологоанатомічному дослідженню. 
Для запобігання иітучного скорочення тривалості експерименту слід не допускати надмірно­
го забою тварин і вдаватись до цього лише у тих випадках, коли об'єктивні дані свідчать про 
те, що тварина не проживе довше однієї доби. 

Перед розтином визначається маса тварини, проводиться ретельний зовнішній огляд та 
пальпаторне дослідження, які дозволяють встановити ступінь виснаження, наявність дефор­
мацій будь-яких частин тіла, збільшення або відхилення від норми з боку лімфатичних вузлів, 
наявність підшкірних пухлин та інші патологічні зміни. 

Після розтину візуально констатується наявність чи відсутність рідини у черевній та грудній 
порожнинах, оцінюється її кількість, колір, ступінь прозорості, запах. Далі вивчається стан роз­
ташованих у цих порожнинах органів. Звертається увага на розмір, форму, колір, взаєморозта-
шування органів та інші особливості. Всі органи, незалежно від того, визначені в них чи ні мак­
роскопічні зміни, повинні бути зафіксовані у 10% розчині формаліну. Гістологічному дослід­
женню підлягають шматочки тканин та органів, у яких при візуальному вивченні були помічені 
зміни, а також всі пухлини. Обов'язковим є гістологічне дослідження печінки, нирок, селезінки, 
легенів, головного мозку, гіпофізу, ендокринних залоз. Парні органи досліджуються обидва. 

Якщо у тварин збільшені печінка, селезінка, лімфатичні вузли, і це дає підозру на лейкоз, не­
обхідно взяти для гістологічного дослідження кістковий мозок (зі стегнової кістки). Архівний 
патоморфологічний матеріал (фіксовані тканини та органи, виготовлені блоки, гістологічні 
препарати) повинен зберігатись після подання звіту про результати проведених досліджень 
на канцерогенність не менше, як 5-8 років. 

Об'єктивним свідченням иатоморфологічних досліджень є протоколи розтину, які заво­
дяться на кожну із загиблих та забитих тварин. В них зазначаються дата розтину, паспортні 
дані (номер досліду, назва лікарської речовини, доза, що досліджується, група, шлях введен-
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ня, вид, лінія, стать тварини, вік на момент смерті, тривалість впливу речовини, загальна три­
валість досліду від початку введення до смерті тварини, дані розтину). Перераховуються ор­
гани, які були взяті для гістологічного дослідження, верифікація виявлених пухлинних і не-
пухлинних процесів. Слід зазначити, що при гістологічній діагностиці пухлин лабораторних 
тварин, необхідно керуватись класифікацією пухлин лабораторних тварин, яка викладена у 
виданні МАВР (1973-1982 pp.) «Pathology of Tumours in Laboratory Animals». 

2.5. Основна документація дослідження та вимоги до її оформлення 

Первинним матеріалом дослідження та всієї подальшої роботи є протоколи експерименту. 
На кожний ЛЗ, який підлягає дослідженню, заводиться робочий журнал. У ньому вказується 
прізвище експериментатора, назва лабораторії, установи, де проводиться випробування на 
канцерогенність, відомості про ЛЗ: назва, формула, джерело надходження, дата виготовлення 
та наявність домішок, склад препаративної форми; дані про розчинники, які використовува­
лись в експериментах, концентрації ЛЗ, методи приготування розчину; кількість розчину, 
який готується кожного разу, рН розчину, його стійкість, дата приготування, кошторис затрат 
за темою при дослідженні ЛЗ. 

Наводяться також вичерпні відомості про тварин, на яких проводиться експеримент: вид, лі­
нія, кількість взятих для досліду тварин, дата народження або надходження з розплідника 
(власне розведення, розплідник), інбредність, принцип розподілу по групах (випадковий, ран-
домізований за спеціальними таблицями та ін.). 

Обов'язково реєструється дата першого введення ЛЗ тваринам, шляхи введення, частота, 
доза, дата останнього введення, чи були перерви при введенні та зміни дозування. Слід зазна­
чити, що всі тварини (дослідні та контрольні) повинні мати індивідуальні номери, результати 
індивідуального зважування та спостереження за ними. Відмічаються виявлені зміни, зовніш­
ній вигляд, наявність пухлин та ін., дата загибелі або забою кожної тварини. Зважування тва­
рин необхідно проводити перед першим введенням ЛЗ, кожного тижня протягом першого мі­
сяця, один раз у два тижні протягом другого місяця, потім щомісячно та перед розтином. 

3. Оцінка результатів дослідження на канцерогенність 
Після закінчення досліджень всі отримані дані, які можуть свідчити про наявність чи відсут­

ність канцерогенності ЛЗ, а саме, результати гістологічного дослідження, відомості про вижи­
вання тварин, зміна маси тварин, середній латентний період виникнення пухлин та ін. зво­
дяться у таблиці (додаток, таблиці 1-4). 

При виборі методів статистичної обробки результатів випробування ЛЗ слід використову­
вати як загальновизнані, так і інші рекомендовані методичні підходи [4], виходячи з конкрет­
них завдань, умов дослідів та отриманих на певних етапах даних. 

Головним критерієм канцерогенного ефекту є розвиток пухлин під впливом ЛЗ, що вивча­
ється. Аналізуючи отримані дані (таблиці 2-4), необхідно, перш за все, порівнювати частоту, 
локалізацію пухлин, та час їх появи у дослідних та контрольних групах тварин, а також про­
водити порівняння із показниками спонтанних новоутворень-у тварин цієї лінії або популяції 
розплідника (історичний контроль). 

Таким чином, показниками канцерогенної активності речовин є: 
• частота пухлин, індукованих ЛЗ; 
• збільшення рівня спонтанних новоутворень; 
• скорочення латентного періоду; 
• середня кількість пухлин на одну тварину (коефіцієнт множинності); 
• співвідношення доброякісних та злоякісних пухлин. 
Визначення можливості індукції пухлин ЛЗ проводиться за допомогою аналізу гістоморфо-

логічного спектру виявлених новоутворень у дослідних та контрольних групах. Визначається 
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загальна частота індукованих та спонтанних пухлин. У разі відсутності чітко визначеного спе­
цифічного ефекту аналізується кількість пухлин. 

Частота пухлин визначається, як відсоток тварин з пухлинами від загальної кількості тва­
рин в групі. Загибель тварин від інтеркурентних захворювань може привести до помилок у 
оцінці цього показника, а також до його заниження. Щоб уникнути цього, розраховують час­
тоту пухлин від ефективного числа тварин. За ефективне число береться кількість тварин, які 
вижили до появи першої пухлини у групі. Коли порівнюються кілька груп, за ефективне чис­
ло береться кількість тварин, які вижили до появи першої пухлини серед усіх груп. 

Визначення латентного періоду проводиться двома шляхами: експериментальним та розра­
хунковим. Експериментально латентний період визначається в результаті виявлення новоут­
ворень при серійних забоях тварин у різні строки хронічного експерименту. Частота пухлин у 
таких експериментах визначається, як доля тварин з пухлинами до кількості забитих тварин 
на цей строк. Після цього будується графік залежності частоти пухлин від часу, який і дозво­
ляє встановити середній латентний період. Це найбільш точний метод, але він потребує наяв­
ності у експерименті значної кількості тварин. 

Розрахунковий шлях дозволяє встановити латентний період за допомогою графіку залеж­
ності кумулятивної частоти пухлин від часу, який пройшов з початку введення речовини [4, 
9]. У світовій практиці поширено застосування комбінації цих підходів шляхом введення до 
схеми експерименту проміжного забою тварин на 13-му місяці експерименту з метою вияв­
лення пухлин або передпухлинних станів. Завдяки цьому можливе виявлення найбільш не­
безпечних канцерогенів з коротким латентним періодом. В разі відсутності виявлення пухлин 
на 13-му місяці експерименту латентний період визначають розрахунковим методом. 

Коефіцієнт множинності пухлин визначається, як кількість пухлин на одну тварину. Він 
може свідчити про багатофакторність канцерогенного ефекту. 

Аналіз отриманих результатів потребує визнання адекватності проведеного експерименту 
рекомендаціям МАВР. Вважається, що дослід не може бути визнаний адекватним, якщо смер­
тність тварин у контрольних та дослідних групах перевищує 50% у віці 104 тижні у щурів, 96 
тижнів - у мишей та 80 тижнів у ховрахів [7]. 

Згідно рекомендацій МАВР, речовина визнається канцерогенною, якщо навіть у одній з дос­
лідних груп є статистично вірогідне перевищення частоти пухлин порівняно з контролем. 
При цьому необхідно враховувати загальний відсоток пухлин, відсоток пухлин за окремими 
локалізаціями, величину середнього латентного періоду появи пухлин. 

На підставі цих' рекомендацій МАВР Державний фармакологічний центр МОЗ України 
пропонує оцінювати результати канцерогенної дії ЛЗ згідно з 4 категоріями, виходячи з таких 
принципів. 

1. Достатні докази канцерогенності визначаються тоді, коли ЛЗ викликає 80-85 % злоякісних 
та доброякісних пухлин у багатьох видів чи ліній дослідних тварин, або у численних експеримен­
тах при використанні різних шляхів введення чи застосуванні декількох доз. Вони достатні і то­
ді, коли спостерігається незвичайний ступінь канцерогенності стосовно частоти, локалізації, ти­
ну, середнього латентного періоду виникнення пухлин або віку тварин, у якому вони з'явились. 

2. Обмежені докази канцерогенності встановлюються у тому разі, коли результати дослідів 
хоча і вказують на канцерогенний ефект, але є деякі обмеження. До них відносяться: а) тесту­
вання, проведене на одному виді, лінії тварин; б) використовувались неадекватні дози, недос­
татня кількість введень препарату, невелика кількість тварин, що вижили, їх було дуже мало, 
результати досліду викладені незадовільно; в) індуковані пухлини часто зустрічаються спон­
танно, їх важко визначити як злоякісні чи доброякісні на підставі тільки одних гістологічних 
критеріїв (аденоми та аденокарциноми легень, пухлини печінки, які виникають у деяких ліній 
мишей). 

3. Невизначеність ефекту встановлюється у разі отримання в експерименті неадекватних да­
них. Це буває у тому разі, коли допущені серйозні якісні, або кількісні помилки у плануванні 
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та проведенні експерименту, внаслідок чого результати тестування не можуть бути певно виз­
начені, як доказ наявності чи відсутності канцерогенності. 

4. Відсутність доказів констатують тоді, коли результати декількох адекватно проведених 
експериментів свідчать про те, що у рамках цих дослідів речовини, які випробувались, не ви­
явили канцерогенної активності. 

Треба мати на увазі, що категорії «достатні» та «обмежені» докази відображають лише віро­
гідність експериментальних даних відносно канцерогенності JI3 або його складових. 

Слід також зазначити, що визначаючи можливість канцерогенної небезпеки ЛЗ, здатного до 
індукції пухлин у експерименті на тваринах, не можна виходити з принципу його заборони. 
Згідно з даними МАВР, для багатьох хімічних речовин є достатні докази їх канцерогенності 
для тварин, у той час як дані відносно їх канцерогенності для людини недостатні або не існу­
ють. Саме тому треба завжди підходити до оцінки ступеню ризику та терапевтичної цінності 
кожного ЛЗ, враховуючи спосіб його застосування, розповсюдженість використання серед на­
селення, можливість отримання без призначення лікаря та ін. 

Результати дослідження оформляються у вигляді наукового звіту відповідно до діючого 
ДСТ і надсилаються до Державного фармакологічного центру МОЗ України. 

Остаточне рішення про достатність результатів тестування на канцерогенність ЛЗ та дозвіл 
на його клінічне випробування приймає Державний фармакологічний центр МОЗ України. 
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Розділ II 
ДОДАТОК 

Таблиця 1 
Схема експерименту з вивчення канцерогенного впливу нового 

ЛЗ з широким спектром дії 
Групи Кількість 

тварин 
Стать, 

самиці/самці 
Доза на 
тварину 

Кількість введень Спосіб введення 

Миші 
1(контроль) 120 70/50 - - інтактні 
2(контроль) 120 70/50 Розчинник ЛЗ 

0,5 мл/тварину 
протягом 

2 років 
розчинник ЛЗ 

нашкірно 
3 (дослід) 175 100/75 1/30 ЛД50 протягом 

2 років 
нашкірне з 

розчинником 
4 (дослід) 175 100/75 1/10 ЛД5о протягом 

2 років 
з харчами або 
питною водою 

5 (дослід) 175 100/75 1/50 ЛД5о протягом 
2 років 

з харчами або 
питною водою 

Щури 
1 (контроль) 60 30/30 - - інтактні 
2(контроль) 60 30/30 Розчинник ЛЗ 

0,5 мл/тварину 
1 раз/міс протягом 

2 років 
підшкірне 

розчинник ЛЗ 
3 (дослід) 100 50/50 1/50 ЛДзо 1 раз/міс протягом 

2 років 
підшкірне з 

розчинником 
4 (дослід) 100 50/50 1/10 ЛД5о 3 рази/тижд. 

протягом 2 років 
з харчами або 
питною водою 

5 (дослід) 100 50/50 1/20 ЛД5о 3 рази/тижд. 
протягом 2 років 

з харчами або 
питною водою 

Таблиця 2 
Виживання піддослідних тварин у процесі вивчення канцерогенної дії ЛЗ 

Рік, дата, час від 
початку досліду (міс) 

Вид тварин та % виживання в групах Рік, дата, час від 
початку досліду (міс) Група 1 Група 2 Група 3 Група 4 Група 5 

стать стать стать стать стать 
% % % % % 

Таблиця З 
Результати патологоанатомічного дослідження тварин з хронічного 

досліду на визначення канцерогенност і ЛЗ 

Вид тва­
рин, гру­
па, стать 

Латентний 
період ви­
никнення 
пухлини (міс) 

Загальна 
кількість пух­
лин у тварини 

Локалізація 
пухлин, 
кількість 

Патогістоло-
гічний діаг­
ноз 

Характер 
пухлинного росту 

Супутні патоло­
гічні процеси в 
органах, 
тканинах 

Вид тва­
рин, гру­
па, стать 

Латентний 
період ви­
никнення 
пухлини (міс) 

Загальна 
кількість пух­
лин у тварини 

Локалізація 
пухлин, 
кількість 

Патогістоло-
гічний діаг­
ноз Добро­

якісні 
Зло­
якісні 

Супутні патоло­
гічні процеси в 
органах, 
тканинах 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Таблиця 4 
Основні характеристики росту пухлин у експериментальних 

тварин в процесі дослідження на канцерогенність ЛЗ 
Вид, 
серія, 
група 

Кількість 
тварин 
у групі 

Ефективне 
число* 

Латентний період 
(міс.) 

Сумарна 
доза препара­
ту на тварину 

Кількість 
тварин з 
пухлинами 

Коефіцієнт 
множин­
ності 

Вид, 
серія, 
група 

Кількість 
тварин 
у групі 

Ефективне 
число* 

мін. серед. 

Сумарна 
доза препара­
ту на тварину 

абс. % 

Коефіцієнт 
множин­
ності 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Примі і ка: * ефективне число кількість і варив, які дожили до появи першої пухлини в групі, або 
серед усіх груп, якщо воші порівнюються і аналізую!ься спільно. 
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МОРФОЛОГІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ НА ЕТАПІ 
ДОКЛШІЧНОГО ВИВЧЕННЯ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 

Матвієнко А.В. 
Степанова Л.В. 

Вступ 

Необхідним етапом вивчення біологічної реакції організму тварин на дію лікарських засобів 
(ЛЗ) є патоморфологічні дослідження. Це потребує відповідної кваліфікації дослідника, 
якості тварин, що використовуються в експерименті, дотримання всіх правил і вимог з техні­
ки забору та обробки досліджуваних об'єктів. 

Тестування ЛЗ виконують на таких видах ссавців: білі миші, білі щури, кролі, мурчаки, со­
баки. Для цього необхідно мати достатню кількість тварин, яка необхідна для проведення ста­
тистичної обробки морфологічного матеріалу (не менше 6 дрібних та 3 великих тварин). Тес­
тування проводять на статевозрілих, здорових ссавцях обох статей. 

Результати впливу Л 3 оцінюють після макроскопічного огляду та мікроскопічного дослід­
ження органів експериментальних та контрольних тварин. 

У даних рекомендаціях викладені етапи патоморфологічних досліджень тварин після прове­
деного токсикологічного експерименту [1]. 

I. При вивченні гострої токсичності Загиблих тварин і тварин, що вижили, після евтаназії в 
кінці експерименту піддають розтину. Проводять макроскопічний огляд, органи зважують, 
досліджують гістологічну структуру органів і тканин з явними макроскопічними змінами. 

II. При вивченні підгострої токсичності: 
- тварини, загиблі протягом експерименту, та тварини, що перебувають в атональному ста­

ні, підлягають розтину, макроскопічному огляду та опису, органи їх зважують і досліджують 
гістологічно; 

- наприкінці досліду всіх тварин, що вижили, піддають евтаназії, розтинають, описують 
макроскопію, органи зважують; 

- гістологічному дослідженню піддають органи всіх контрольних тварин, а також тих, що от­
римали максимальну дозу досліджуваного препарату; 

- органи і тканини тварин інших груп піддають гістологічному вивченню за наслідками мак­
роскопічних змін в органах. 

III. При вивченні хронічної токсичності: 
- усі загиблі тварини підлягають розтину, макроскопічному опису, органи їх зважують та 

вивчають за допомогою гістологічних методів; 
- агонізуючих тварин піддають евтаназії і розтинають, описують макроскопію, органи та 

тканини вивчають за допомогою гістологічних методів; 
- решту тварин, що вижили, також піддають евтаназії, розтинають, проводять макроскопіч­

ний опис, органи їх зважують; 
- гістологічному дослідженню підлягають органи тварин контрольної групи та групи тварин 

після дії максимальної дози ЛЗ; 
- органи тварин інших груп вивчають за допомогою гістологічних методів після виявлення 

макроскопічних змін в органах та органах-мішенях. 
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На початку кожного експерименту з протоколу гострої токсичності та інших джерел згідно з 
Технічним завданням заповнюють Карту експерименту (додаток 1). Керівник технічного зав­
дання повинен визначити графік проведення експерименту та нумерацію тварин у групі. У ви­
падку зміни графіка чи схеми експерименту слід повідомити про це у відділ патоморфології. 

Інструменти для розтину, фіксуючі рідини і відповідну документацію потрібно приготувати 
до початку евтаназії. Інструменти для розтину підбирають відповідно до типу тварин. Розтин 
розпочинають одразу після евтаназії тварини. Процедури макроскопії та розтину стандарти­
зовані незалежно від виду піддослідної тварини. Згідно з формою звіту про патологічні дос­
лідження (додаток 2) необхідні такі дані: номер тварини, вид, вік, стать, доза ЛЗ, клінічна іс­
торія, дата смерті чи спосіб евтаназії. Всі аномалії та патологічні зміни, виявлені при розтині 
тварини, потрібно реєструвати у звіті про патоморфологічні дослідження. 

Записи в звіті про патоморфологічні дослідження виконує відповідальний лаборант. 
Науковий співробітник готує Лист-інструкцію розтину тварини (додаток 3). Тканини та ор­

гани, що не досліджуються, потрібно викреслити, а ті, що не вписані - потрібно занести в 
Лист-інструкцію. 

Вирізані шматочки органів розміщують у маркіровані скляні банки з відповідною фіксую­
чою рідиною. Фіксовані тканини потрібно зневоднити, просочити парафіном чи целоїдином 
та виготовити блоки. 

Для мікроскопічного дослідження тоненькі зрізи органів необхідно спеціально обробити: 
забарвити чи провести гістохімічну реакцію, просвітлити та заключити в полістирол чи баль­
зам. Для вивчення різних компонентів тканин існує безліч методик забарвлення зрізів та гіс­
тохімічних реакцій, що використовуються у гістологічній практиці. 

і. Евтаназія експериментальних тварин 

Евтаназія - це швидке та безболісне позбавлення життя тварин, що не спричиняє в них три­
воги та страху [2-4]. 

Основні вимоги до евтаназії 
- Основним правилом евтаназії є попередня дія на центральну нервову систему (ЦНС) тва­

рин засобами наркозу з метою відключення їх свідомості і наступним впливом на інші систе­
ми організму, що призводить до загибелі тварини. Позбавлення життя тварин шляхом зупин­
ки серця, дихання і т.ін. категорично забороняється. 

- Евтаназія проводиться в окремому приміщенні. Не допускається позбавляти життя одних 
тварин в присутності інших тварин. Винятком є дрібні тварини, коли використовується пере­
дозований інгаляційний наркоз. 

- Після проведення евтаназії устаткування та приміщення для евтаназії старанно миється з 
метою видалення запаху, що залишився. 

- Позбавлення життя тварин треба проводити своєчасно - до прояву в них больових відчут­
тів; у гострому експерименті - до виходу із стану наркотичного сну. В хронічному експери­
менті тварина лишається життя, коли вона стає нежиттєздатною і починає страждати. Якщо 
за умов експерименту потрібен деякий час для спостереження за твариною, що має больові 
відчуття, їй потрібно вводити знеболюючі засоби. 

/ . / . Евтаназія мишей 

1.1.1 Тваринам не дають їжі за 4-6 год до наркозу. 
- Тварину виймають з клітки, тримаючи лівою рукою за шкіру потилиці чи правою рукою 

за хвіст. 
- Тварину поміщають в ексикатор, в який кладуть вату, змочену ефіром (ємкість ексикато­

ра - 5 л, ефіру - 10 мл). 
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- Показником початку наркотичного сну при передозованому ефірному наркозі є бокове по­

ложення тварини, релаксація м'язів. 
- За необхідності продовжувати наркоз, в ексикатор знову кладуть ватку, змочену половин­

ним об'ємом ефіру. 
1.1.2 Евтаназію мишей проводять також шляхом дислокації хребців шийного відділу хребта. 
- Правою рукою тварину беруть за шкіру в ділянці потилиці, лівою - за хвіст. Різким рухом 

за хвіст на себе зміщують хребці шийного відділу. Спинний мозок розірваний - тварина мертва. 

1.2. Евтаназія щурів 

1.2.1 Тваринам не дають їжі за 8-10 год до наркозу ефіром. 
- Виймають тварину з клітки за хвіст на секційний стіл. 
- Тварину погладжують, заспокоюють. 
- її поміщають в ексикатор, куди спочатку кладуть вату, змочену ефіром (ємкість ексикато­

ра - 5 л, ефіру - 10 мл). 
- Показником початку наркотичного сну при передозованому ефірному наркозі є бокове по­

ложення тварини, релаксація м'язів. Тварина перебуває в ексикаторі після зупинки дихання 
упродовж 15 хв. 

- За необхідності подовжувати наркотичний сон в ексикатор кладуть вату, змочену поло­
винним об'ємом ефіру. 

1.2.2 Евтаназія внутрішньоочеревинним введенням 10% розчину тіопенталу натрію. 
- Тварині не дають їжі за 8-Ю год до наркозу. 
- Виймають тварину з клітки за хвіст на секційний стіл. 
- Погладжують, заспокоюють тварину. 
- Лаборант правою рукою бере за шкіру голови і фіксує голову і передні кінцівки, лівою ру­

кою утримуючи задні кінцівки і хвіст. Тварині надають відповідне положення: головою вниз, 
обробляють шкіру нижньої частини черева спиртом етиловим, захоплюють її пальцями лівої 
руки в складку і в основу її вводять голку, з'єднану із шприцом, вводять внутрішньоочеревин-
но 2 мл 10% водного розчину тіопенталу натрію. Виймають голку й кладуть тварину на лоток. 
Тварина в стані наркотичного сну через 7-Ю хв. 

Роблять розтин шкіри в передній області шиї, перерізають зовнішню і внутрішню сонні артерії. 

1.3. Евтаназія мурчаків 

- Заспокоюють тварину. 
- Лаборант лівою рукою тримає тварину за шкіру потилиці, правою - за шкіру крижів. 
- Тварині надають відповідне положення: головою вниз, обробляють шкіру нижньої части­

ни черева спиртом етиловим, захоплюють ЇЇ пальцями лівої руки, в складку і в основу її вво­
дять голку, з'єднану із шприцом, вводять внутрішньоочеревинно 3 мл 10% водного розчину ті­
опенталу натрію. 

- Тварина в стані наркотичного сну - через 4-6 хв (мигальний рефлекс повік відсутній або 
не визначається). 

- Кладуть тварину на лоток, розтинають шкіру в області передньої поверхні шиї, переріза­
ють зовнішню та внутрішню сонні артерії. 

1.4. Евтаназія кролів 

- Погладжують, заспокоюють тварину. 
- Лаборант лівою рукою тримає її за шкіру потилиці, правою - за шкіру крижів. 
- Поміщають тварину в спеціальний дерев'яний станок, голову виводять назовні через от­

вір, розташований в передній частині станка. 
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- У крайову вену вуха вводять 2 мл 10% водного розчину тіоиенталу натрію. 
- Тварина в стані наркотичного сну - через 3-5 хв (мигальний рефлекс повік відсутній, або 

не визначається). 
- Виймають тварину із станка і кладуть на лоток. 
- Змочують шкіру водою в ділянці передньої поверхні шиї, розтинають її, перерізають зов­

нішню та внутрішню сонні артерії. 

1.5. Евтаназія собак 

- Тварину вигулюють ЗО хв. 
- Заспокоюють тварину. 
- Одягають намордник. 
- Фіксують тварину в станку за передні та задні кінцівки за допомогою спеціальних ременів. 
- Тварину кладуть на секційний стіл у боковому положенні, тримають за передні та задні 

кінцівки і одночасно притискують до столу тулуб та голову. 
- У латеральну вену гомілки задньої кінцівки вводять 5 мл 10% водного розчину тіоиента­

лу натрію. 
- Через 5 хв тварина перебуває в стані наркотичного сну, мигальний рефлекс повік при цьо­

му відсутній або не визначається. 
- Виймають тварину зі станка, фіксують її спиною вниз за передні та задні кінцівки. 
- Розтинають шкіру передньої поверхні шиї, перерізають зовнішню та внутрішню сонні ар­

терії. 

2. Процедура розтину і зовнішнього огляду 

Процедура розтину і зовнішнього огляду стандартизована незалежно від виду тварин і їх­
нього стану (загибла чи піддана евтаназії) [5, 6J. 

2.1. Зовнішній огляд 

- Загальний фізичний стан (зайва маса, недостатня маса, ступінь виснаження, наявність чи 
відсутність аномалій та ін.). 

- Стан шерстяного покриву та шкіри (шерсть гладенька та шовковиста - нормальний стан; 
кошлата, груба, рідка чи з плішивістю; ушкодження шкіри та місце його розташування). 

- Очі (ясні та вологі - нормальний стан; запалення оболонок з виділеннями, тьмяні чи неп­
розорі - патологічні зміни). 

- Рот та губи (рожеві, гладенькі та блискучі - нормальний стан; запалені, з виразками, під­
вищене слиновиділення, аномалії зубів - патологічні зміни). 

- Ніс (гладенький і блискучий - нормальний стан; сухий, вкритий кіркою чи із запаленням, 
свіжий чи сухий ексудат, чи серозна рідина - патологічні зміни). 

- Анальний отвір (маленький, рожевий і щільно закритий - нормальний стан; збільшений, 
запалений, з виразками, промежина забруднена виділеннями - патологічні зміни). 

- Зовнішні статеві органи (у самців: парний набір яєчок, однакових за розміром, крайня 
плоть нормальних розмірів, без виділень; у самок: розмір зовнішніх статевих органів у межах 
норми, без виділень, запалень та аномалій). 

2.2. Розтин тварин 

- Закріплюють тварину на корковому столі чи станку в горизонтальному положенні на спи­
ні, змочують водою вентральну поверхню. 
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- Серединним розрізом від підборіддя до лона розсікають шкіру і відділяють її тупим ін­
струментом від нижче розташованих тканин. 

- Перерізають грудні м'язи і відповідні кровоносні судини, видаляють кров. 
- Розтинають шию, знаходять підщелепну і привушну слинні залози та регіональні лімфа­

тичні вузли. 
- Оглядають ці залози, видаляють їх і поміщають на лоток з фізіологічним розчином. 
- Видаляють молочну залозу з прилеглими тканинами, оглядають і поміщають на лоток. 
- Серединним розтином від мечоподібного відростка до лона розкривають черевну порож­

нину, продовжують розтин вправо і вліво від нижніх останніх ребер. 
- Відокремлюють підшлункову залозу, селезінку, оглядають їх і поміщають на лоток. 
- Сечостатеву систему вивчають залежно від статі: самці - розтинають мошонку, оголюють 

кожний сім'яний канатик по черзі і відсікають відразу ж над епідидимісом, оглядають їх і кладуть 
на лоток; відокремлюють простату і сечовий міхур разом, перерізають уретру нижче простати, 
виймають сім'яний міхурець, відділяють м'яко, оглядають і кладуть на лоток; самки - виділяють 
сечовий міхур, оглядають і кладуть на лоток; виділяють піхву під шийкою матки, звільняють мат­
ку, яєчники від брижів, перерізають фаллопієві (маточні) труби, оглядають і кладуть на лоток. 

- Відсікають ліву і праву нирку, надниркову залозу, оглядають і кладуть на лоток. 
- Відрізають упоперек пряму кишку, якомога нижче, відділяють брижі. Відсікають страво­

хід над кардіальним сфінктером, виймають шлунково-кишковий (травний) тракт, якщо вка­
зано в Протоколі ~ оглядають. 

- Відділяють шлунок, відрізають дванадцятипалу кишку ближче до затискача пілоричної 
частини шлунка, відкривають шлунок по великій кривизні, вимивають вміст шлунка фізіоло­
гічним розчином, оглядають і кладуть на лоток. 

- Відділяють кишечник від брижів. 
- Оглядають тонку кишку, відкривають її, якщо потрібно, уздовж. Відбирають по три відріз­

ки довжиною в 1 см від 12-палої, порожньої, клубової кишок і кладуть на лоток. 
- Відділяють сліпу кишку, відкривають її, промивають фізіологічним розчином. 
- Оглядають ободову кишку, відкривають її, якщо потрібно, уздовж відрізають від неї смуж­

ку довжиною 1 см і кладуть на лоток. 
- Виймають лімфатичний вузлик брижі, оглядають і кладуть на лоток. 
- Виймають печінку, відокремлюють долі, оглядають і кладуть на лоток. 
- Піднімають мечоподібний відросток пінцетом, розрізають діафрагму, входять у грудну по­

рожнину і розрізають ребра на відстані 0,5-1 см з обох боків грудини, обережно, щоб не пош­
кодити тимус. 

- Звільняють язик, гортань, щитовидну та паращитовидні залози, трахею, стравохід, серце, 
легені, тимус, виймають з грудної порожнини. 

- Відділяють тимус, оглядають його і кладуть на лоток. 
- Перерізають аорту на рівні дуги, виймають, оглядають і кладуть на лоток. 
- Відділяють серце, перерізають для цього легеневу артерію, оглядають і кладуть на лоток. 
- Відділяють трахею на відстані 5 мм вище бронхіального розгалуження. Відкривають і ог­

лядають її, якщо це потрібно за протоколом. Відрізають частину і кладуть на лоток. 
- Відділяють легені, оглядають їх і кладуть на лоток. 
- Відрізають другу частину трахеї разом зі щитовидною залозою і кладуть на лоток. 
- Відрізають середню частину стравоходу довжиною 0,5-1 см, оглядають і кладуть на лоток. 
- Відрізають передню частину язика, оглядають і кладуть на лоток. 
- Розрізають шкіру задньої кінцівки, відсікають шматок скелетних м'язів і сідничного нер­

ва і кладуть на лоток. 
- Відділяють стегнову кістку, оглядають і кладуть на лоток. 
- Відрізають скелетні м'язи з основи черепа і потилиці, щоб звільнити потиличні міщелки і 

атлант, перегинають голову через пальці, виділяють спинний мозок на рівні з'єднання велико-
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го отвору і атланту. Проходять обережно вперед кістяними кусачками, відділяють череп, щоб 
відкрити оболонку мозку. Голову тримають між великим і середнім пальцями, щоб ніс був 
направлений на долоні. Піднімають довгастий мозок, щоб оголити черепні нерви, і по черзі 
відрізають їх, доки мозок не впаде на долоню, оглядають його і кладуть па лоток. Нюхові ци­
булини мозку потрібно включати, якщо це спеціально необхідно згідно з протоколом дослід­
ження. 

- Відділяють гіпофіз від дна порожнини черепа гострим скальпелем, проникнувши через 
тонку мембрану, що покриває турецьке сідло, піднімають гіпофіз на вістря скальпеля, огляда­
ють і кладуть на лоток. 

- Відрізають частину торакально-очеревинного хребта довжиною приблизно 1 см, відокрем­
люють пейральну дугу, щоб оголити спинний мозок, відрізають зразок і кладуть на лоток. 

Суворий порядок дослідження органів може змінюватись у межах окремої системи. Так, для 
сечостатевої системи при аутопсії не має значення першочерговість виділення органів. Послі­
довність процедури аутопсії може бути змінена через виявлені ушкодження, наприклад, наяв­
ність великого новоутворення в черевній порожнині. 

У випадку виявлення аномалій можна взяти додаткові тканини. Про це необхідно зробити 
відповідні записи в форму Звіту (додаток 2). 

Після закінчення розтину лаборант повинен перевірити, щоб усі тканини лежали у відпо­
відних чашках на лотку. Для цього треба назвати помічнику (асистенту) всі тканини, що бу­
ли взяті. Асистент повинен в цей час проставити позначки в клітинках для відповідних тка­
нин в формі Звіту про иатоморфологічні дослідження і перевірити згідно з листом інструк­
ції розтину (додаток 3), що всі потрібні тканини взяті. Крім того, перед початком процедури 
зважування органів необхідно відділити головку стегнової кістки та приготувати мазок кіст­
кового мозку. 

2.3. Зважування органів 

- Органи, які потрібно зважити, вказані в листі інструкції розтину, але, зазвичай, це такі ор­
гани: 

• надниркові залози - ліва та права; 
• мозок; 
• серце; 
• нирки - ліва та права; 
• печінка; 
• легені; 
• ясчиики (яечка) - ліві та праві; 
• гіпофіз; 
• простата/матка; 
• селезінка; 
• тимус. 
- Кожну тканину потрібно «волого висушити», помістивши її для цього на папір-адсорбент 

перед зважуванням. Органи слід зважувати відповідно до процедури використання терезів. 
- Результати зважування заносяться'до Звіту про иатоморфологічні дослідження з точніс­

тю до десятих часток грама. 
- У легені потрібно влити 0,5 мл фіксуючого розчину через трахею. 

Якщо сечовий міхур не заповнений сечею, його потрібно також заповнити фіксуючим роз­
чином (кількість фіксуючого розчину залежить від виду тварини). 

Закінчивши зважування, лаборант, який проводив його, повинен підписати форму Звіту 
про иатоморфологічні дослідження та передати лоток з тканинами і заповнену форму керів­
нику розтину (аутопсії). 
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3. Підготовка об'єктів для заливки в парафін 

Способи забарвлення гістологічних препаратів обов'язково повинні узгоджуватися із спосо­
бом фіксації об'єкта: кожний вид і якість забарвлення препарату найчастіше пов'язані з вибо­
ром того чи іншого фіксатора. Для морфологічних досліджень найчастіше застосовується 
формалін, що забезпечує порівняно добру фіксацію шматочків тканин і окремих клітин. Для 
проведення деяких гістохімічних реакцій, які можуть застосовуватися при вивченні окремих 
JI3, використовуються фіксатор Карнуа, Шабадаш та інші [7, 8]. 

3.1. Фіксація тканини 

- Відібрані шматочки тканин та органів піддослідних тварин для подальшого морфологіч­
ного дослідження потрібно промаркірувати і помістити в фіксуючий розчин - 10% нейтраль­
ний формалін. 

- Скляний посуд відповідної ємкості для фіксації тканин і органів потрібно також промар­
кірувати, заповнити нейтральним формаліном. 

- Термін фіксації тканин - 1 - 5 діб. Показником належної фіксації є рівномірне ущільнення 
об'єкту з однаковим виглядом як з поверхні, так і на контрольному зрізі. 

- Після фіксації органу чи тканини скляний посуд потрібно звільнити від фіксатора, вими­
ти і просушити його. 

3.2. Дегідратація (зневоднення об'єктів) і заливка в парафін 

Профіксовані шматочки тканини завтовшки 0,4-0,6 см і відповідно промаркіровані необхід­
но провести через спирти зростаючої концентрації і залити в парафін. 

3.3. Дегідратація об'єктів і заливка в целоїдин (нервова тканина) 

- Скляний посуд відповідної ємкості для фіксації нервової тканини потрібно також промар­
кірувати і залити 10% нейтральним формаліном. Об'єм фіксуючої речовини повинен у 20-
40 разів перевищувати об'єм шматочків тканини. 

- Відібрані шматочки досліджуваних ділянок головного мозку необхідно помістити в 10% 
нейтральний формалін (пластинки завтовшки 0,5 см). 

- Термін фіксації нервової тканини - 5-7 діб. 
- Профіксовані і відповідно промаркіровані шматочки нервової тканини проводять через 

спирти зростаючої концентрації і заливають у целоїдин. 
- Контролем ступеня забрудненості робочих спиртів жиром є проба з водою. Якщо при змішу­

ванні (в пробірці) невеликої кількості відпрацьованого спирту (спиртового ряду) з водою з'явля­
ється сильне помутніння, такий спирт відразу замінюють новою порцією. Потрібно, щоб спирт з 
водою зовсім не давав каламуті і тільки після цього можна переміщувати об'єкт у спирт-ефір. 

Коли тканини розташовані в скляних ємкостях для проводки, а дані занесено до таблиці, ла­
борант повинен записати дату початку процесу проводки у відповідний стовпчик форми Зві­
ту про иатоморфологічні дослідження на зворотному боці (додаток 2). 

4. Виготовлення зрізів 

- Виготовлення тонких зрізів спеціально оброблених шматочків органів та тканин, які необ­
хідно дослідити на мікроскопічному рівні, здійснюється за допомогою мікротому. 

- Виготовлення заморожених зрізів з фіксованої в нейтральному формаліні тканини здій­
снюється за допомогою термоохолоджуючого столика [9J. 
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5. Забарвлення препаратів 

Для вивчення всіх компонентів тканин існує низка методів забарвлення та гістохімічних ме­
тодик. Більшість загальних методів забарвлення тканин неспецифічні і виявляють різнома­
нітні структури, тоді як гістохімічні реакції визначають окремі хімічні речовини та їх локалі­
зацію. 

При дослідженні хронічної токсичності ЛЗ обов'язковою умовою є вивчення морфологічно­
го (за необхідності гістохімічного) стану органів і тканин. 

- Забарвлення гістологічних зрізів гематоксиліном та еозином. 
- Забарвлення гістологічних зрізів за ван Гізоном. 
- Забарвлення гістологічних зрізів за Ніслем. 
- Виявлення ліпідів Суданом чорним. 

6. Мікрофотографування гістологічних препаратів 

Мікрофотографування забарвлених гістологічних препаратів є відповідальною і важливою 
частиною морфологічного дослідження. 

- Процес мікрофотографування умовно можна поділити на такі етапи: 
а) підготовка гістологічних препаратів до фотографування; 
б) мікрофотографування гістологічних препаратів. 
- Виготовлення фотонегативів і мікрофото здійснюється за загальними правилами мікро­

фотографування [10]. 
- Фрагмент Звіту про патоморфологічні дослідження Л 3 потрібно написати чітко та проі­

люструвати мікрофотознімками. 
- Висновок Звіту про патоморфологічні дослідження ЛЗ повинен бути обгрунтованим. 
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Додаток 2 

Звіт про патоморфологічне дослідження 
Тема №. Тварина № Стать Дата/час розтину 
Група Гризун 

Мітка на тварині 
Мертвий 1 год 1-5 год 5 год 

Вид У мертв, у 
тяжкому стані 

Проміжне 
умертвіння 

Заключне 
умертвіння 

Доза/шлях введення ЛЗ ефір тіопентал Na 
Період досліду (сезон) Маса тіла Токсикологічна лаб. 
Лаборант з розтину тварин 
/підпис / Дата 
Історія/детальна назва технічного завдання 

Керівник технічного завдання/підпис 
Дата 

Загальні висновки (зовнішні) 

Загальні висновки (внутрішні) 

Прозектор Дата 
М а с а о р г а н і в 

Орган Маса Орган Маса Орган Маса Орган Маса 
Надниркова л. 
залоза п. 

Гіпофіз Нирка л. 
п. 

Простата/ 
матка 

Яєчник л. 
п. 

Мозок Селезінка Яєчко л. 
п. 

Яєчник л. 
п. Серце Печінка 

Яєчко л. 
п. 

Щитоподібна залоза Легені Підшлункова залоза 
Зважив Дата Зважив Дата 
Відп. наук, співробітник Дата 
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Додаток 2 

(продовження) 

Гістологія 
Надійшло на 

аутопсію 
Тканина 

(інші вказати) 
№ показника Спеціальні (детальні 

визначення) 
№ 

показника 
Надійшло на 

аутопсію 
Тканина 

(інші вказати) * ** 
Спеціальні (детальні 

визначення) 
№ 

показника 
Печінка 
Жовчний міхур 
Нирки 
Серце 
Легені 
Селезінка 
Тимус 
Язик 
Слинна залоза 
Трахея 
Щитоподібна залоза 
Стравохід 
Шлунок 
Дванадцятипала кишка 
Тонка кишка 
Товста кишка 
Лімфатичний вузол брижів 
Підшлункова залоза 
Надниркові залози 
Гіпофіз 
Яєчники 
Матка 
Простата 
Яєчко 
Сечовий міхур 
Шкіра 
Молочні залози 
Аорта 
Мозок 
Спинний мозок 

* гематоксилін-еозин 
** судан чорний 

Науковий співробітник Дата  
Тільки для використання у відділі 

Примітка 

Пояснити примітку 

Лаборант Дата 
Лаборант Дата 
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Додаток З 

Лист інструкції розтину 

Тема № Тварина 
Вид 

Органи, що досліджуються 

Органи (тканини), що потрібно взяти Органи, що потрібно зважувати 
Печінка 
Жовчний міхур 

Надниркова залоза ліва 
права 

Нирки 
Серце 

Яєчник лівий 
правий 

Легені Щитоподібна ліва доля 
Селезінка залоза права доля 
Тимус Гіпофіз 
Язик Мозок 
Слинні залози Серце 
Трахея Печінка 
Щитоподібна залоза Легені 
Стравохід 
Шлунок 

Нирки 
Селезінка 

Дванадцятипала кишка Простата/Матка 
Тонка кишка Тимус 
Клубова кишка Підшлункова залоза 
Сліпа кишка Яєчко ліве 
Ободова кишка праве 
Лімфатичний вузол брижів 
Підшлункова залоза 
Надниркові залози 
Гіпофіз  
Яечко/Яечник  
Простата/Матка 
Сечовий міхур  
Шкіра  
Мозок  
Очі 
Кістка  
Аорта  
Скелетні м'язи 

Відповідальний лаб. Дата 

Перевірено наук, співробітником Дата 
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Перелік скорочень 

- аланінамінотрасфераза 
- аспартатамінотрасфераза 
- креатинфосфокіназа 
лактатдегідрогеназа 
малатдегідрогеназа 
перекисне окислення ліпідів 

сукцинатдегідрогеназа 
суиероксиддисмутаза 
центральна нервова система 

Вступ 

Останнє десятиріччя характеризується широким впровадженням у практику терапії аритмій 
пемедикаментозних засобів лікування, включаючи різні типи імплантованих електростимулю-
ючих приладів. Однак донині фармакотерапія залишається методом вибору для лікування 
більшості порушень ритму серця. На сучасному етапі створена значна кількість нових лікар­
ських засобів з антиаритмічною дією. Але застосування їх у клініці можливе лише після всебіч­
них лікарських випробувань та отримання максимально повної інформації про ефективність та 
особливість дії з метою розробки рекомендацій із застосування у практиці охорони здоров'я. 

Дані методичні рекомендації уніфікують методичні підходи до експериментальних (доклі-
нічних) досліджень для отримання об'єктивно співставимих результатів досліджень, що про­
водяться у різних науково-дослідних лабораторіях і медичних центрах. 

Дана розробка заснована на стандартах міжнародної системи GLP, методичних рекоменда­
ціях з до клінічного вивчення нових лікарських засобів, а також Panlabs General Pharmacology 
Service Program, General Screening Program. 
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Розділ III 

1. Загальні положення 
До протиаритмічних засобів відносяться речовини, здатні запобігти чи куиірувати порушен­

ня серцевого ритму (аритмію). Експериментальні (доклінічні) дослідження проводять з метою 
виявлення специфічної активності, її кількісної оцінки і безпечності використання порівняно 
з препаратами аналогічної дії (хінідином, новокаїнамідом, кордароном, лідокаїном та ін.). 

Антиаритмічні препарати, які застосовують у медицині, розрізняють за фармакологічними 
властивостями, механізмами дії на електрофізіологічні процеси у мембрані міокардіальних 
клітин, а також ефективністю при браді- та тахіаритміях і фібриляції. 

Для лікування брадіаритмій застосовують: 
I. М-холіноблокатори (атропіну сульфат, настойку красавки, краплі Зеленіна, іпратрошю 

бромід). 
II. Адреноміметики (адреналіну гідрохлорид, норадреналіну гідротартрат, ізадрин, окситро-

пію бромід). 
III. Глюкагон. 
Для лікування тахіаритмій застосовують: 
I. Мембраностабілізатори (блокатори натрієвих каналів): 
а) хінідину сульфат, новокаїнамід, дизопірамід, аймалін, неогілуритмал, етмозин (також від­

носять до групи «в»), повільно зменшують тік натрію і кальцію під час деполяризації, калію -
при реполяризації. Посідають проміжне місце за швидкістю зв'язування з натрієвими каналами. 

б) лідокаїн, тримекаїн, дифенін, мексилетин, токаїнід. Слабко впливають на вхід іонів нат­
рію в клітини, підвищують проникність мембран для калію. Швидко зв'язуються з каналами і 
швидко їх вивільнюють. 

в) ироиафенон, флекаїнід, етацизин (іноді відносять до групи «а»). Найбільшою мірою приг­
нічують натрієвий тік. Препарати повільно зв'язуються з натрієвими каналами, повільно їх 
вивільнюють. 

II. Бета-адреноблокатори - анаприлін, талінолол, надолол, окспренолол, атенолол, метоііро-
лол та ін. 

III. Засоби, що уповільнюють реполяризацію та подовжують потенціал дії - аміодарон, со-
талол, ібутилід, бретилій, азитилід. 

IV. Антагоністи кальцію - верапаміл, галопаміл, дилтіазем, фендилін. 
Аитиаритмічну дію мають також: 
1. Серцеві глікозиди наперстянки - дигітоксин, дигоксин, целанід, лантозид. 
2. Метаболітні препарати - аденозин, неотон, рибоксин. 
3. Препарати калію та магнію - аспаркам, нанангін, калію хлорид, камнор та ін. 
4. Препарати лікарських рослин - рідкий екстракт та настойка глоду колючого та інші. 
Програма проведення пошуку антиаритмічиих засобів включає: 
I етап. Визначення антиаритмічної дії досліджуваних сполук. 
II етап. Вивчення характеру і спектру дії відібраних сполук. 
III етап. Вивчення механізмів дії найбільш активних сполук, електрофізіологічні дослідження. 
Пошук нових антиаритмічиих засобів розпочинають з вивчення хімічних сполук з приблиз­

ним механізмом дії на певних моделях, аналогічних до клінічних ситуацій. Деякі моделі нага­
дують аритмії передсердя, шлуночків або є змішаними. Скринінг антиаритмічиих сполук 
можна провести на підставі тестів, що характеризують головні властивості міокарда (зміни ав­
томатизму, збудливості, провідності). Застосування дослідів на кількох моделях дозволяє 
вибрати найбільш ефективну сполуку. 

2. Загальні вимоги до протиаритмічних засобів 
Нові речовини, запропоновані як антиаритміки, повинні переважати відомі сучасні протиа-

ритмічні препарати за активністю або широтою протиаритмічної дії (протиаритмічний індекс 
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DL50/DE50) чи мати інші переваги перед ними - більш виражену безпечність (особливо при 
тривалому використанні), відсутність побічних ефектів і т.п. Згідно з Panlabs General Phar­
macology Service Program, General Screening Program антиаритмічні препарати вивчають за та­
кою схемою. Інтраперитонеально вводять речовину, яка вивчається, (мг/кг) трьом щурам, за 
ЗО хв до цього наркотизованим хлороформом чи іншим препаратом. Упродовж 15 хв запису­
ють ЕКГ. Препарат вважається ефективним, якщо частота серцевих скорочень понад 
200 уд./хв, спостерігається не більше ніж у однієї з трьох тварин. 

Препарати для порівняння (мг/кг): 
Дилтіазем 50 
Лідокаїн 50 
Мексилетин 50 
Піндолол 50 
Прокаїнамід 100 
Проиранолол 40 
Верапаміл 50 
Флекаїнід 10 
Хінідін 100 

3. Методи виявлення протиаритмічної активності 

3.1. Вплив досліджуваних речовин на величину рефрактерного періоду 

Дослідження проводять за методом Doves в модифікації Alles та Ellis (1948) на ізольованому 
вушку передсердь. Для цього вушко правого передсердя кроля або мурчака вміщують до спе­
ціальної двостінної ванночки (бані), яка перфузується оксигенованим розчином Рингер-Лок-
ка при температурі 29-31 °С (остання підтримується за допомогою ультратермостату). Через 
15-20 хв вушко подразнюють струмом за допомогою електростимулятора, підвищуючи часто­
ту до моменту, коли вушко припиняє засвоювати відповідний ритм. Цю частоту розцінюють 
як максимальну величину, що відповідає рефрактерному періоду. Після цього у ванночку до­
дають досліджувану речовину і повторюють дослід. За наявності у препарату протиаритміч-
ного ефекту максимально вироблена вушком серця частота скорочень зменшиться. Кожну 
концентрацію досліджуваної речовини випробовують на 4-5 препаратах вушка. 

Зміни рефрактерного періоду обчислюють у відсотках. Активність досліджуваних речовин 
та стандартних препаратів порівнюють за ЕС (у моль/л) - концентрацією речовин, яка змен­
шує максимально вироблену частоту скорочень ізольованого вушка на 15%. 

3.2. Аконітинова аритмія 

Механізм впливу аконітину на міокард складний і призводить до порушення майже всіх фун­
кцій серця. Його вплив обумовлений як безпосередньою дією на міокард, так і опосередкову­
ється центральною нервовою системою. Аконітин пригнічує функцію синусового вузла та під­
вищує збудливість міокарда, що призводить до появи численних пейсмекерів (ектопічних вог­
нищ збудження). Є дані, згідно з якими аконітин викликає десинхронізацію процесів поляриза­
ції і деполяризації, порушує функцію натрієвих каналів, перешкоджаючи їх інактивації. Для 
скринінгу можна рекомендувати досліди на щурах, які перебувають у вільній поведінці (без ви­
користання наркозу). Тваринам вводять у черевну порожнину засіб, що вивчається, у потенцій­
но антиаритмічній дозі. Через 0,5 години внутрішньовенно вводять аконітин у дозі 100 мкг/кг. 
Якщо препарат має протиаритмічну дію, загибель щурів зменшується. У контрольних дослідах 
(без введення антиаритміка) протягом 20 хв гине приблизно 97,7% щурів (B.Guttere et al., 1987). 
У наркотизованих білих щурів (етамінал-натрій у дозі ЗО мг/кг у черевну порожнину) аконіти-
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нову аритмію моделюють шляхом його внутрішньовенного введення у дозі 30-40 мкг/кг. Дос­
ліди проводять на групі з 7-Ю тварин обох статей масою 120-200 г; контролем є група щурів, 
яким вводять фізіологічний розчин. Порушення серцевого ритму під дією аконітину розвива­
ються зазвичай через 2-3 хв і мають різноманітний харак-тер - поодинокі та групові екстрасис-
толи, шлуночковий ритм та ін. Аритмія триває понад 1 годину і закінчується поновленням рит­
му. Частина тварин при цьому гине. Досліджувану речовину вводять внутрішньовенно за 5 -
10 хв до введення аконітину (профілактична дія) або на фоні розвиненої аритмії (лікувальна 
дія). Враховується кількість тварин, в яких аритмія не виникла чи була купірована, а також кіль­
кість загиблих щурів у кожній серії. Можна досліджувану речовину ввести профілактично за 
1-2 хв до введення аконітину. Тривалість аритмії становить у середньому 1,5-2 години. Актив­
ність сполук оцінюють за їх здібністю попереджати розвиток порушень ритму під впливом ако­
нітину. Критерієм активності є DE50 (за методом Літчфілда та Уїлкоксона), про широту тера­
певтичної дії свідчить відношення DL5Q/DE50 (антиаритмічний індекс). 

Згідно з General Screening Program вивчення антиаритмічних сполук на моделі аконітинової 
аритмії і шлуночкової тахікардії відбувається таким чином. Досліджувану субстанцію вводять 
З мишам за 15 хв до введення аконітину (1,25 мкг/мл/хв). Визначають час (в секундах) до по­
чатку розвитку аритмії. За порушення ритму приймають будь-яке відхилення від нормально­
го синусового ритму, яке утримується протягом 5 секунд і більше. Зростання часу від момен­
ту введення аконітину до початку розвитку аритмії більше ніж на 50% свідчить про ефек­
тивність препарату. Пропонується порівнювати ефекти досліджуваних речовин з такими пре­
паратами (концентрації в мг/кг): 

НАЗВА АРИТМІЯ ТАХІКАРДІЯ 
Верапаміл 10 10 

Дізопірамід >100 >100 
Дилтіазем 10 10 
Лідокаїн 100 100 

Мексилетин 50 50 
Ніфедипін >100 >100 

Пропранолол 50 50 
Хінідин 50 50 

Флекаінід 10 10 
Тимолол 100 100 

33. Хлоридкальціева аритмія 

Токсичні дози кальцію хлориду сприяють звільненню більшої кількості катехоламінів з нер­
вових закінчень, збільшують чутливість до них адренорецепторів міокарда. Під виливом каль­
цію хлориду підвищується проведення натрію плазматичною мембраною, порушується 
іонний гомеостаз. Цей вид аритмії недостатньо вивчений, тяжко перебігає і важко піддається 
дії иротиаритмічних речовин. Хлорид кальцію у вигляді 10% ампульного розчину в дозі 
220-250 мг/кг вводять внутрішньовенно наркотизованим щурам. Залежно від швидкості вве­
дення отримують різний ефект: при швидкому введенні кальцію хлориду в першу хвилину на 
фоні брадикардії з'являються екстрасистоли, які закінчуються фібриляцією шлуночка; по­
вільне введення може викликати лише короткотермінову брадикардію без будь-яких інших 
порушень ритму. При використанні хлоридкальцієвої аритмії необхідно підібрати аритмо-
генну дозу хлориду кальцію і вводити її завжди з постійною півидкістю. Досліджувані сполу­
ки вводять внутрішньовенно за 2-5 хв до введення аритмогена. Результати треба порівнюва­
ти з ефектом новокаїнаміду (20 мг/кг), який при цій аритмії достатньо ефективний 
(M.R.Malinov et al., 1953). Еталонним засобом може бути антагоніст кальцію. Модель застосо­
вують для пошуку антиаритміків І та IV класів (див. розд. 1). 
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3.4. Хлоридбарієва аритмія 

Хлорид барію в діастолічній фазі серцевого ритму знижує проникність клітинних мембран 
для калію та підвищує її для натрію. Цим пояснюють його аритмогенну дію. Досліди прово­
дять на кролях масою 2,5-3,5 кг без використання наркозу. Тваринам внутрішньовенно вво­
дять хлорид барію в дозі 4 мг/кг у вигляді 1% розчину. Аритмія продовжується від 15 до 25 хв. 
Встановлюють тривалість аритмії у кожного з піддослідних кролів, тварин використовують 
через кожні 3-4 дні ще 3-4 рази. У наступних дослідах вивчають як попереджуючу, так і ку-
піруючу дію досліджуваних сполук при внутрішньовенному чи внутрішньоочеревинному вве­
денні за 5-10 хв до введення хлориду барію чи одразу ж після виникнення аритмії. Порівню­
вати ефекти досліджуваних речовин рекомендується з кордароном у дозі 5 мг/кг (М.В. Львов, 
1973). Модель застосовують для пошуку антиаритміків НІ класу. 

3.5. Строфантинова аритмія 

Ця модель порушення ритму серця починається з брадикардії, на фоні якої виникають ек-
страсистоли, і яка може закінчуватися фібриляцією шлуночків. її підґрунтям є гальмування 
натрій-калісвої-АТФ-ази, що сприяє підвищенню внутріклітинної концентрації кальцію, по­
рушенню електролітного балансу, аритмогенна дія строфантину реалізується також через се­
ротонін- та гістамінергічні структури мозку. Строфантинову модель аритмії викликають у 
мурчаків чи котів, наркотизованих нембуталом (ЗО мг/кг, внутрішньоочеревинно). Ампуль-
ний строфантин-К вводять внутрішньовенно в дозах 0,25 та 0,09-0,12 мг/кг відповідно в 
0,01% концентрації. Котам попередньо вводять 0,07 мг/кг строфантину, потім через кожні 
10 хв вводять ще по 0,01 мг/кг до появи аритмії. Досліджувані речовини вводять внутрішньо­
венно зразу ж після виникнення аритмії. Порівнювати рекомендують з кордароном у дозі 
5 мг/кг (Е.И. Аммар, А.Н. Кудрин, 1969). Аритмію можна викликати у мурчаків, наркотизо­
ваних ефіром, внутрішньовенним введенням строфантину-G у дозі 250 мкг/кг, що адекватно 
строфантину-К у дозі 500 мкг/кг. Досліджувану сполуку вводять за 2-3 хв до строфантину. 

3.6. Адреналінова аритмія 

Аритмогенний ефект адреналіну обумовлений підвищенням провідності плазматичної мем­
брани для іонів кальцію, що призводить до виникнення ектопічної иейсмскерної активності як 
у передсердях, так і в шлуночках. Адреналіну гідрохлорид вводять внутрішньовенно і швидко 
кролям у дозі 120-150 мкг/кг у вигляді 0,1% розчину. Виникає брадикардія з иолітопною ек­
страсистолією, яка поступається місцем шлуиочковій тахікардії. Аритмія продовжується 5-
7 хв, через ЗО хв кролям вводять (внутрішньом'язово, внутрішньоочеревинно чи внутрішньо­
венно) досліджувану речовину і знову внутрішньовенно вводять таку саму аритмогенну дозу 
адреналіну. Протиаритмічну активність досліджуваної сполуки оцінюють за попередженням 
як виникнення аритмії, так і загибелі тварин, якщо введення адреналіну призводить до леталь­
ності. Адреналінову модель аритмії можна відтворити в дослідах на котах та собаках при швид­
кому введенні до вени адреналіну в дозі 100 мкг/кг, а також на щурах. Щоб здійснити більш 
стійкий та тривалий ефект, адреналін можна ввести разом з інгаляційними засобами (ефір, 
фторотан, ізофлуран). Ефірно-адреналінову модель відтворюють на кішках масою 3 кг. Тварин 
наркотизують внутрішньовенним введенням ЗО мг/кг етаміналу натрію. Катетеризують 
яремну вену для введення досліджуваної сполуки та сонну артерію для реєстрації артеріально­
го тиску. ЕКГ реєструють у II стандартному відведенні. Досліджувану сполуку вводять в 3 мл 
дистильованої води. Після повторного запису ЕКГ адреналін вводять внутрішньовенно в дозі 
20 мкг/кг одночасно з ефіром, який інсталюють у трахею з розрахунку 0,1 мл/кг через катетер, 
який вводять за допомогою ларингоскопа. Записи ЕКГ відтворюють через 1, 3, 5, 10, 15, ЗО та 
50 хв. Адреналінову модель застосовують для пошуку антиаритміків II та IV класу. 
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3.7. Післяінфарктна аритмія 

Цей вид аритмії характеризується иароксизмальною тахікардією та шлуночковими екстра-
систолами. За генезом та клінічними проявами вона подібна до аритмії, яка супроводжує тяж­
кий перебіг ішемічної хвороби у людей (0 .0 Столярчук та ін., 1990). Експеримент проводять 
на котах чи собаках під наркозом. У котів при штучному диханні розтинають грудну клітку, 
перев'язують низхідну гілку лівої коронарної артерії на межі верхньої і середньої третини. 
Аритмія виникає у більшості тварин приблизно через ЗО хв після коронарооклюзії, продовжу­
ється протягом двох чи більше годин і закінчується фібриляцією чи асистолією. Досліджува­
ні антиаритміки вводять внутрішньовенно відразу після виникнення аритмії. У собак в асеп­
тичних умовах, також під наркозом, при розтині грудної клітки перев'язують низхідну гілку 
лівої коронарної артерії на межі нижньої та середньої третини. Грудну клітку ушивають поша­
рово, створюють від'ємний тиск у плевральній порожнині шляхом відкачування з неї повітря 
за допомогою відсмоктувача. Аритмія виникає наступного дня. Досліджувані сполуки можна 
вводити різними шляхами: внутрішньовенно, внутрішньом'язово, підшкірно, внутрішньош-
луночково протягом кількох днів. Післяінфарктну аритмію можна відтворити і на білих щу­
рах шляхом високого перев'язування лівої коронарної артерії. Аритмію, яка виникла, куніру-
ють внутрішньовенним введенням досліджуваних речовин. 

3.8. Дослідження впливу сполук на поріг фібриляції шлуночків 
на фоні ізадринового ураження міокарда 

При ізадриновому ураженні міокарда, як і при інфаркті міокарда, підвищується можливість 
розвитку фатальних аритмій, в тому числі й фібриляції шлуночків. При цьому може змінюва­
тись реакція міокарда на дію лікарських засобів. Введення тваринам великих доз ізадрину вик­
ликає значні порушення функції міокарда, які супроводжуються збільшенням поглинання 
кисню, зменшенням запасів АТФ і креатинфосфату, виникненням вогнищ некрозу в результа­
ті гострої коронарної недостатності. Попереднє введення тваринам ізадрину дозволяє виявити 
вплив сполуки на електричну стабільність ураженого міокарда, тобто за умов патології. 

Дослідження проводять на наркотизованих етаміналом натрію (40 мг/кг) білих щурах за 
умов штучного апаратного дихання при розкритій грудній клітці і вільному доступі до серця. 
Спочатку визначають поріг фібриляції, потім внутрішньом'язово вводять ізадрин (60 мг/кг). 
Через 15 хв знову визначають поріг фібриляції (який під впливом ізадрину зменшується), 
вводять внутрішньовенно досліджувану сполуку і втретє вимірюють поріг фібриляції. При 
його збільшенні вимірювання проводять кожні 10-15 хв до моменту повернення порогу до по­
чаткового рівня (до введення досліджуваної сполуки). Отримані результати порівнюють з по­
чатковим рівнем порогу, а також з дією відомих препаратів, наприклад, лідокаїну, кордарону. 

3.9. Центрогенні порушення серцевого ритму 

Порушення реалізуються через симпатичну систему дією на альфа- і бета-адренорецептори 
міокарда. Для моделювання аритмії найчастіше як аритмогенний агент використовують ако-
нітин, який в дозі 2 мкг/кг у 0,01% розчині вводять наркотизованим котам до мозково-мозочко-
вої цистерни (порожнина 4-го шлуночка), потім через кожні 5-7 хв повторно вводять таку ж до­
зу аконітину до виникнення аритмії. Центральні порушення серцевого ритму викликають за до­
помогою введення в порожнину 4-го шлуночка головного мозку строфантину в дозі 0,01-
0,04 мг/кг у 0,02% розчині чи барію хлориду в дозі 1-2 мг/кг у 1% розчині (В.Н-. Павлов, 1976). 

3.10. Вплив досліджуваних речовин на передсердні порушення ритму 

Досліджувані речовини за цієї патології випробовують за методом A.Rosenblueth, G.Ramos 
(1949). У наркотизованих (гексенал 40 мг/кг внутрішньоочеревинно + дроперидол 0,3 мг/кг 
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внутрішньом'язово) собак при штучній вентиляції легенів оголюють серце і за допомогою за­
тиску руйнують синусовий вузол, розміщений на ділянці між устями v.cava sup. et inf. Після 
цього передсердя подразнюють за допомогою електростимулятора прямокутними імпульсами 
постійного струму тривалістю 1 мс, амплітудою 10-20 В і частотою 1,5-2,0 Гц. Зміни елек­
тричної активності передсердь реєструють на електрограмі правого передсердя, шлуночків -
записом ЕКГ у другому стандартному відведенні. Досліджувані речовини вводять у вену на 
фоні аритмії і оцінюють їхню дію. 

3.11. Модель шлуночкових аритмій, викликаних двосхідним 
перев'язуванням коронарної артерії 

Шлуночкові порушення ритму викликають оклюзією низхідної гілки лівої коронарної арте­
рії у собак за методом Harris, при цьому характер порушень ритму нагадує пароксизмальну та­
хікардію і шлуночкову екстрасистолію. Перев'язування здійснюють у 2 етапи. Подвійну ліга­
туру підводять під артерію у верхівки лівого вушка. Інтервал між частковою та повною оклю­
зією становить 24 години. Порушення ритму виражаються в шлуночковій тахікардії і екстра­
систолії. Аритмія триває 2-3 доби, дослідження дії сполук проводять через 24 години після 
повної оклюзії коронарної артерії. ЕКГ реєструють у II стандартному відведенні. Ефек­
тивність сполук визначають на підставі здатності поновлювати синусовий ритм. Розрахову­
ють процент ектопічних і нормальних скорочень. 

3.12. Шлуночкові аритмії, викликані гострою оклюзією коронарної 
артерії та їх різкою реперфузією 

Гостра оклюзія низхідної гілки лівої коронарної артерії у наркотизованих етаміналом нат­
рію (35 мг/кг) котів або кролів веде до розвитку різних порушень ритму шлуночків, які після 
різкої реперфузії мають більш виражений характер (до фібриляцій шлуночків). Антифібри-
ляторну активність сполук також можна вивчати на цій моделі. 

3.13. Модель гострої оклюзії коронарної артерії 
в хронічному експерименті 

Дослідження проводять у 2 етапи на білих щурах-самцях масою 180-200 г. На першому 
етапі розтинають грудну клітку під ефірним наркозом в 4 міжребер'ї праворуч. Потім у вер­
хній третині лівої низхідної коронарної артерії вживлюють оклюдер. Нитку оклюдера прово­
дять під артерією атравматичною голкою, кінці нитки виводять на грудині в ділянці 4 міжре-
бер'я. Потім грудну клітку зашивають, кінці нитки виводять під нікіру. Через 4-5 днів кінці 
лігатури вивільнюють, стягують над артерією, через 1-1,5 години записують ЕКГ. Речовини 
вводять внутрішньовенно за 3-5 хв або всередину за ЗО хв до оклюзії. 

3.14. Модель вивчення впливу речовин на порушення ритму передсердь 

Порушення ритму передсердь у собак викликають під морфіно-уретановим наркозом при 
штучному диханні. Серце відкривають та руйнують синусовий вузол на ділянці між устями 
верхньої та нижньої порожнистих вен. Потім передсердя подразнюють прямокутними стиму­
лами тривалістю 1 мс, напругою, що вдвічі перевищує порогову, при частоті імпульсів 15-
20 Гц. Реєструють електричну активність передсердь. Досліджувані сполуки вводять через 
ЗО хв після виникнення порушення ритму. Порушення ритму після механічного руйнування 
синусового вузла та подразнення електричним струмом характеризуються миготінням перед­
сердь, ігри цьому частота скорочень передсердь збільшується в 2-7 разів порівняно з вихід-
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ною. Частота скорочень також зростає (від кількох ударів до 2-3 разів). Антиаритмічна актив­
ність сполук оцінюється за методом біологічного титрування при внутрішньовенному введен­
ні (1 мг/кг в 1 мл в 1 хв) до повної нормалізації синусового ритму. Виникнення ектопічної 
пейсмекерної активності у передсердях можна здійснити місцевою аплікацією аконітину, ве­
ратрину, барію хлориду, що змінюють провідність іонних каналів мембран кардіоміоцитів. 

3.15 Модель фібриляції передсердь у дослідах на наркотизованих котах 

Досліди проводять на котах, анестезованих уретаном та хлоралозою в дозах 75 та 15 мг/кг від­
повідно (внутрішньоочеревинно). Проводять штучну вентиляцію легенів. Через яремну, стегно­
ву вени вводять у праве передсердя біполярні електроди для реєстрації передсердної електрокар-
діограми та стимуляції передсердь. У шийному відділі препарують і виділяють блукаючий нерв, 
який перерізають на периферичному його кінці. Накладають платинові електроди з відстанню 
між ними 2 мм. Реєструють ЕКГ та електрограму. За допомогою електростимулятора знаходять 
поріг подразнення блукаючого нерва (2 мс, ЗО імп./хв), іноді частоту змінюють. Після початку 
стимуляції нерва на фоні зменшення частоти скорочень в 2 та більше разів проводять парну сти­
муляцію передсердя (5 мс), яка веде до фібриляції. Речовину вводять внутрішньовенно. 

3.16 Модель аритмії та фібриляції шлуночків за допомогою 
біполярних електродів 

Досліди проводять на наркотизованих нембуталом (40 мг/кг) котах масою 2-4 кг при штуч­
ному диханні. Температуру тіла підтримують на рівні 37°С за допомогою зовнішнього підігрі­
ву. Артеріальний тиск реєструють у стегновій артерії електроманометром. Порушення серце­
вого ритму, які реєструють за допомогою ЕКГ у II відведенні, викликають за допомогою під­
шитих до міокарда правого шлуночка біполярних електродів. Електричним подразненням 
створюють штучне «ектопічне вогнище» для отримання окремих або групових екстрасистол. 
Для створення фібриляції застосовують різні параметри подразнюючих стимулів. Доки ритм 
не засвоюється, серце не реагує на імпульси з «ектопічного вогнища». Чим менше частота 
нав'язаних з «ектопічного вогнища» стимулів подразнення засвоюється серцем, тим більшу 
антиаритмічну дію має досліджувана сполука. Поріг фібриляції визначають повторним скану­
ванням надчутливого періоду (висхідна частина зубця Т) серією прямокутних імпульсів три­
валістю 1-4 мс (застосовують 20-90 імпульсів). За значення порога приймають мінімальну 
інтенсивність струму в мілівольтах, що викликає фібриляцію шлуночків. Дефібриляцію мож­
на викликати дефібрилюючим розрядом певної інтенсивності, що подається від апарату ДІ-
03. Досліджувані сполуки вводять внутрішньовенно, визначаючи мінімальну частоту скоро­
чень, коли серце перестає засвоювати нав'язаний ритм. Ця частота відображає зміни реактив­
ності рефрактерного періоду під впливом речовин, а також мінімальну силу струму, необхід­
ну, щоб викликати фібриляцію шлуночків. 

3.17 Реперфузійні аритмії і фібриляції серця 

Дані порушення серцевого ритму обумовлені багатьма факторами, що підтверджується їх 
попередженням (правда, не в усіх випадках) протиаритмічними препаратами з різноманіт­
ними механізмами дії: антиоксидантами, антитромбоксантами та ін. У результаті оклюзії 
коронарної артерії в осередку аритмії утворюються вільні кисневі радикали, які призводять 
до росту кальцієвої проникності сарколеми і перевантаженню кальцієм (кальцієвий пара­
докс), тромбоксаном-А2 та ін., порушується електролітний баланс. Вимивання цих та інших 
продуктів з осередку ішемії під час реперфузії викликає тяжкі порушення ритму (В.Г.Сто-
рожук,1985). 
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Досліди на щурах* 
Високе перев'язування у наркотизованих щурів лівої коронарної артерії призводить до тахі­

кардії, яка закінчується аритмією і фібриляцією. Досліджувані сполуки вводять до перев'язу­
вання або після нього внутрішньовенно з метою попередження або купірування аритмії. 

Досліди на котах 
У наркотизованих тварин відкривають грудну клітку і при штучному диханні оголюють сер­

це. Низхідну гілку лівої коронарної артерії лігують у верхній її третині. Через 25-30 хв ліга­
туру швидко розпускають. Фібриляція виникає у 80% випадків. Сполуки, що випробовують­
ся, вводять за 10-20 хв до реперфузії внутрішньовенно. 

Досліди на собаках 
Фібриляція шлуночків серця у наркотизованих (гексенал 40 мг/кг внутрішньоочеревинно + 

дроиеридол 0,3 мг/кг внутрішньом'язово) собак моделюється шляхом високого перев'язу­
вання міжшлуночкової гілки лівої коронарної артерії. До і після лігування коронарної судини 
знімається епікардіальна електрограма за допомогою електрокардіографа з однополюсним 
срібним електродом. Фібриляція шлуночків серця виникає в 100% випадків через 5-20 хв піс­
ля коронарооклюзії. Визначення протифібриляторного ефекту здійснюється за відсутністю 
розвитку фібриляції шлуночків серця, її запізненням і попередженням загибелі експеримен­
тальних тварин. Також визначають вплив досліджуваних речовин на вираженість ішемії міо­
карда, що здійснюється на епікардіальній електрограмі. 

3.18. Вплив на поріг фібриляції шлуночків 

Фібриляцію шлуночків викликають шляхом нанесення прямокутного електричного імпуль­
су на міокард в уразливий період електричної активності серця (висхідна частина зубця Т на 
ЕКГ) за допомогою електростимулятора. Визначають мінімальну силу струму (в мА), яка 
викликає фібриляцію. Платинові електроди вводять: один в верхівку серця, другий - підшкір­
но в ділянці нижньої частини тулуба тварини. Після визначення порогу фібриляції вводять 
досліджувані сполуки і знову визначають поріг фібриляції через різні проміжки часу доти, по­
ки він не відновиться до початкового рівня (В.Н. Титов, В.М. Шаргородский, 1977). Досліди 
ur/оводять на наркотизованих котах та щурах. У останніх фібриляція, яка виникла, проходить 
самостійно протягом першої хвилини. У котів фібриляцію треба зняти дефібрилятором ІД-66 
при напрузі від 2,5 до 3,5 кВ. Про наявність аритмії при відтворенні і про характер дії дослід­
жуваних речовин в усіх дослідженнях судять за показниками ЕКГ, яка знімається у II стан­
дартному відведенні. Кінцевим етапом вивчення протиаритмічної активності досліджуваних 
сполук є досліди на аконітиновій, післяіифарктній та реперфузійній аритміях не менше ніж на 
двох видах тварин. Ступінь нешкідливості протиаритмічних речовин досліджується загаль­
ноприйнятими методичними прийомами. 

3.19. Електрофізіологічні дослідження 

Відомо, що більшій частині антиаритмічних препаратів притаманна здатність до місцевої 
анестезії, обумовлена блокуванням під їхнім впливом натрієвих каналів плазматичної мем­
брани. Цей механізм дії є основним для найчастіше вживаних антиаритмічних засобів-мем-
бранодепресантів: хінідину, новокаїнаміду та ін. Блокада натрієвих каналів сприяє підвищен­
ню рефрактерності та пригніченню аномальної пейсмекерної активності в міокарді. При 
оцінці ефективності потенційної антиарітмічної сполуки вивчається ЇЇ вплив на вхідний нат­
рієвий струм. З цією метою найчастіше використовують метод реєстрації іонних струмів в 
ізольованих кардіоміоцитах (метод patch-clamp) чи в смужках міокарда (цукровий місток) за 
умов фіксації мембранного потенціалу. Як досліджуваний параметр найчастіше використову-
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ють амплітуду вхідного натрієвого струму чи швидкість зростання dp/dtmax чи Vmax потен­
ціалу дії, яка є відображенням величини вхідного натрієвого струму, що визначає формуван­
ня фази швидкого зростання (фаза 0) нормального потенціалу дії в клітинах передсердя, пе-
редсердно-шлуночкового пучка волокон Пуркіньє і міокарда шлуночків. Для успішного вико­
ристання Vmax як критерію натрієвої провідності, необхідно виконувати ряд умов: а) іонний 
струм вздовж волокон повинен дорівнювати 0; б) мембранний потенціал, при якому досяга­
ється Vmax, повинен мати постійну величину, що не залежить від зовнішніх впливів; в) зат­
римка між стимулом і моментом досягнення Vmax повинна бути постійною; г) внесок інших 
струмів, крім натрієвого, в момент досягнення maxV повинен бути дуже малим. На сьогодні 
використовують пряме вимірювання натрієвого струму в ізольованих кардіоміоцитах за мето­
дом patch-clamp, який дозволяє реєструвати інтегральний струм від цілої клітини, реєструва­
ти струми поодиноких каналів, вивчати дію препаратів при їх впливі на зовнішню та внутріш­
ню сторони плазматичної мембрани, досліджувати електрофізіологічні характеристики клі­
тин невеликих розмірів (близько 10 мкм). Реєстрація струму виконується від електрично 
ізольованого фрагменту плазматичної мембрани за допомогою щільно притисненої до повер­
хні клітини скляної піпетки; загальне обладнання, необхідне для досліджень методом patch-
clamp: 1) інвертований мікроскоп; 2) петч-посилювач - ЕРС-5, ЕРС-7, РОК-3 та ін; 3) прис­
трій для вводу речовин з експериментальною ванночкою; 4) мікроманіпулятор; 5) пристрій 
для витягування і оплавлення мікропіиеток; 6) стимулятор; 7) осцилограф; 8) магнітограф; 9) 
ЕОМ. Реакція відповіді кардіоміоцитів на антагоністи кальцію також залежить від величини 
мембранного потенціалу, а методи реєстрації кальцієвого струму лише незначною мірою від­
різняються від згаданих вище. Деякі блокатори кальцієвих каналів також мають антиаритміч-
ну дію. Але вони в деяких випадках надто сильно гальмують електричну активність міокарда. 

Вивчають вплив сполук на потенціал спокою, потенціал дії у міокардіальних клітинах різ­
них відділів серця, максимальну швидкість деполяризації^тах), пороговий та максималь­
ний діастолічний потенціали, тривалість потенціалу дії на різних рівнях реполяризації, ефек­
тивний, відносний та функціональний рефрактерний періоди. Прямий вимір іонних струмів 
кардіоміоцитів дозволяє визначити, на які вхідні(швидкий натрієвий або повільний кальціє­
вий) або вихідні (калієві) струми діє досліджувана сполука. Крім того, важливо знати не тіль­
ки на який струм діє сполука але й на яке місце в каналі, в якому стані перебуває канал (від­
критому, закритому, активованому, інактивованому). 

3.20: Вплив на трансмембранні потенціали (спокою, дії) та 
діяльність кардіоміоцитів із застосуванням стандартної 

мікроелектродної техніки 

Для відведення потенціалів застосовують мікроелектроди з діаметром кінчика 0,5 мкМ і 
опором 30-40 мОм. Об'єктами дослідів є смужки міокарда шлуночків (5x10 мм) жаби Rana 
temporariae, які вміщують в камеру і перфузують при 20°С з розчином Рінгера (такого складу, 
мМ/л: NaCl 110, КС1 2,5, СаС121,8, NaHC03 2,4, рН 7,3). 

Можна проводити дослідження на папілярному м'язі мурчака. Папілярний м'яз вміщують в 
проточну камеру, де проводять перфузію з постійною швидкістю (18 мл/хв) розчином Кребса-
Хенселяйта (такого складу, мМ/л NaCl 113,8, СаСІ2 3,2, КН2Р041,2, КС14,7, MgS041,2, глюко­
за - 10,0), підтримують рівень кисню 95%, С02 5%, рН 7,4,35°С). У папілярному м'язі укріплю­
ють біполярний електрод (Ag/AgCl), за допомогою якого наносять стимули порогової інтенсив­
ності (мВ), різної частоти (1 та 3 Гц). Трансмембранні потенціали реєструють за допомогою 
скляних мікроелектродів, які заповнені КС1 (3 мМ/л) з опором 10-25 мОм. Після посилення 
потенціали подаються на осцилоскоп та реєструються у реальному часі після аналого-цифро­
вого перетворення. Вимірюють такі параметри: RP - потенціал покою (мВ), OV - овершут 
(мВ), Vmax - максимальна швидкість приросту потенціалу дії, СТ - час проведення, АРД90 -
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тривалість потенціалу дії при 90% реполяризації (мс). Ефективний рефрактерний період(ЕИР) 
вимірюють із застосуванням додаткового стимулу, що дорівнює подвійному пороговому, від­
носний рефрактерний період (RRP) визначають як найменшу різницю між тривалістю відпові­
дей у фазі кінцевої реполяризації. Подібні дослідження проводять на смужках міокарда жаби. 

Для вивчення електрофізіологічного впливу в дослідах на собаках тварин наркотизують, ін-
тубують, переводять на штучне дихання, фіксують на операційному столі на правому боці. В 
асептичних умовах розтинають грудну клітку в 4-му міжребір'ї ліворуч. Надрізають перикард, 
виділяють низхідну гілку лівої артерії, розташовану нижче краю вушка лівого передсердя. Па­
ралельно артерії накладають ін'єкційну голку №20. Першу лігатуру зав'язують на голці, що 
створює перешкоду циркуляції крові в нижній ділянці міокарда. Через ЗО хв зав'язують другу 
лігатуру. В яремну вену вводять поліетиленовий катетер, кінці якого виводять на шию собаки 
та фіксують. Тварин, що вижили, беруть в експеримент. На 2-4 добу у тварин проводять елек­
трофізіологічні досліди. Після нембуталової анестезії, тварин інтубують, проводять штучну 
вентиляцію легенів. По операційному шву знову розтинають грудну клітку, дозволяють здій­
снити доступ до пошкодженого міокарда. Через стегнову артерію вводять зонд-електрод, який 
встановлюють в усті аорти та за його допомогою реєструють біполярну електрограму пучка П-
са. Інший біполярний електрод у вигляді затиску закріплюють на вушку лівого передсердя. За 
його допомогою реєструють електрограму і проводять електростимуляцію лівого передсердя. 
Третій біполярний електрод з відстанню між електродами 5 мм занурюють в товщу міокарда 
лівого шлуночка в ділянці нормального (пеінфарцованого) міокарда в зоні, близької до вушка 
передсердя. За допомогою цього електрода реєструють електрограму лівого шлуночка, прово­
дять його електростимуляцію. За електричною активністю серця спостерігають за допомогою 
монітора комп'ютера, заносять в пам'ять зовнішню електрограму в відведеннях І, II, III та елек-
трограми серця. Зовнішня електрограма відтворюється при фільтрації сигналу 0-250 Гц, елек-
трограма пучка Пса - 60-400 Гц, міокардіальна електрограма - 100-400 Гц. Тривалість прямо­
кутних імпульсів - 2 мс. При цьому можна проводити: 

1. Часту стимуляцію передсердь переривчатими імпульсами між серіями з 20 імпульсів. 
2. Стимуляцію передсердь поодинокими передчасними імпульсами на фоні базисного ритму. 
3. Стимуляцію шлуночків поодинокими передчасними імпульсами на фоні базисного ритму. 
4. Стимуляцію шлуночків парними передчасними імпульсами на фоні базисного ритму. 
5. Можливі інші методи стимуляції шлуночків. 
На електрокардіограмі визначають інтервали РР, PQ, QT, комплекс QRS, інтервал РА (час 

від зубця Р до першої швидкої високоамплітудної осциляції передсердь), інтервал АН (час від 
початку швидкої високоамплітудної осциляції передсердь до осциляції пучка Пса), інтервал 
HV (час від початку осциляції пучка Пса до початку збудження шлуночків), мінімальну три­
валість циклу стимуляції передсердь (CL 1: 1), час відновлення функції синусового вузла 
(SNRT). Під час стимуляції передсердь і шлуночків визначають ефективний рефрактерний пе­
ріод передсердь (ERPA), функціональний рефрактерний період передсердь (FRPA), загальний 
рефрактерний період передсердь (TRPA), відносний рефрактерний період передсердь (RRPA), 
ефективний рефрактерний період АВ вузла (ER-PAVN), функціональний рефрактерний пері­
од АВ вузла (FRPAVN), загальний рефрактерний період системи Гіса-Пуркіньє, ефективний 
рефрактерний період шлуночків (ERPN), функціональний рефрактерний період шлуночків 
(FRPN). При електростимуляції шлуночків визначають види спонтанної ектопічної активнос­
ті: повторну відповідь шлуночків (RR), нестійку шлуночкову тахікардію (VTNS), стійку шлу-
ночкову тахікардію (VTS), фібриляцію шлуночків (VFb). Під час розвитку фібриляції шлу­
ночків або стійкої шлуночкової тахікардії, яка не купірується електростимуляцією шлуночків, 
веде до стійких гемодінамічних наслідків, проводять електроімпульсну терапію (DS shock). 
При цьому енергію імпульсу підбирають з 1,0 RW, щоб визначити поріг дефібриляції. Якщо це 
відбувається до введення препарату, то після відновлення нормального ритму чекають не мен­
ше 20 хвилин, контролюють значення ERPV. Після контрольного досліду вводять препарат. 
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Протягом 60 хв через кожні 5 хв вимірюють інтервали ЕКГ та електрограми пучка Гіса. При 
введенні сполуки в двох дозах другу вводять не менше ніж за годину після першої. 

3.21. Інші методи дослідження антиаритмічної активності 

З метою прогнозування антиаритмічної активності проводять також біохімічні та фізико-хі-
мічиі дослідження протиаритмічних засобів. Загальноприйнятими методами встановлюють 
здатність протиаритмічних засобів попереджувати зниження компонентів аденілової систе­
ми, адепілатного заряду, спотворення тканинного дихання та окислювального фосфорилю-
вання, рівня нікотинамідних коферментів, підвищення показників перекисного окислення лі­
підів (малонового діальдегіду, основ Шифа, дієнових кон'югатів та ін.), показників антиокси­
дантного захисту (активність супероксиддисмутази, каталази, глутатіониероксидази, глутаті-
онредуктази, вмісту відновленого глутатіону, церулоплазміну), коригувати активність фер­
ментів сукцинатдегідрогенази, лактатдегідрогенази, малатдегідрогенази, аспартатамінотран-
сферази, аланінамінотрансферази та ін. Антиаритмічна активність сполук залежить також від 
їхньої здатності створювати комплекси з ліпідами, білковими і вуглеводним компонентами бі-
омембран, а також мембранозв'язаними компонентами біометалів і аденіннуклеотидами, ви­
мірювати рухомість ліпідного бішару мембрани, застосовуючи флуоресцентні зонди. Запро­
поновані методи математичного моделювання і прогнозування антиаритмічної активності но­
вих сполук: при хлоркальцієвій аритмії - терапевтичний індекс У1 і аконітиновій - У2 моде­
лях. Модель прогнозу розраховується за допомогою констант стійкості комплексу сполук з 
фосфатидилхоліном, холестерином, глюкозаміном, цистеїном, метіоніном, кальцієм, магнієм і 
АТФ (Методичні рекомендації «Засоби, що застосовують для лікування порушень серцевого 
ритму», Запоріжжя, 1991). 

Для вивчення механізму дії дослідних сполук вивчають зв'язок з рецепторами натрієвих, 
кальцієвих, калієвих каналів, мускариновими холінореценторами (Mj, M2), адренорецептора-
ми (а,, а2, р), дофаміновими рецепторами (Д2), ГАМК-рецепторами, гістаміновими рецепто­
рами, серотоніновими, аденозиновими та ін. Вивчають константи зв'язування сполуки з цими 
рецепторами та інші фізико-хімічні параметри. 

Вивчають вплив сполук на активність аденілатциклази та фосфоінозитольну систему, мож­
ливе визначення вмісту цитокінів. 

Обов'язковим є вивчення впливу антиаритмічних засобів у дослідах на наркотизованих со­
баках, кішках, кролях, щурах на кардіо- і системну гемодинаміку. Особливо важливо вивчити 
вплив речовин на скоротливу функцію міокарда, ударний хвилинний об'єм крові, артеріаль­
ний тиск, загальний периферичний судинний опір. У зв'язку < ТИМ, ЩО значна кількість про­
тиаритмічних засобів пригнічує скоротливу активність міокарда, важливо визначити ступінь 
пригнічення. Це також стосується ступеня впливу нової сполуки на частоту серцевих скоро­
чень і функцію провідності. 

Рекомендований перелік методів дозволить визначити сполуки, які за спектром і характе­
ром дії можуть бути запропоновані для клінічних випробувань як антиаритмічні сполуки. Під 
час клінічних досліджень може виникнути необхідність у проведенні додаткових експеримен­
тів з метою уточнення рекомендацій із застосування препарату в клініці. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ НОВИХ 
КАРДІОТОНІЧНИХ ЗАСОБІВ 
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Серединська Н.М., 
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Гриневич О.І., 

Аршіннікова Л.Л. 

Вступ 

Одним з основних патологічних процесів у серцево-судинній системі є недостатність серця -
стан, при якому не забезпечується належне кровопостачання органів і тканин. 

Цей стан вимагає певної фармакологічної корекції, принципами якої є: 
- посилення скоротливої функції серця; 
- усунення диспропорції між силою скорочень міокарда та иозасерцевими гемодинамічни-

ми факторами, які визначають об'єм надходження до серця крові (переднавантаження) та ви­
киду крові (післянавантаження); 

- лікарська корекція обмінних процесів; 
- регуляція обсягу позаклітинної рідини і електролітичного балансу організму. 
Для лікування серцевої недостатності (СН) використовують великий обсяг фармакологіч­

них препаратів різних механізмів дії та хімічної природи. 
Одним з основних засобів фармакотерапії СН є так звані кардіотонічні засоби, фармаколо­

гічна дія яких зводиться до нормалізації гемодинамічних процесів за рахунок посилення 
(збільшення) сили та швидкості скорочення серцевого м'яза (позитивний інотронний ефект). 

Ці препарати, як правило, не спричиняють значного збільшення споживання кисню і 
виливу на метаболізм міокарда. Вони можуть бути використані при гострій та хронічній 
СН. 

1. Загальні вимоги до кардіотонічних препаратів та методів їх вивчення 

Відповідно до запитів кардіологічної клініки головними вимогами до сучасних кардіотоні-
ків є: 

- посилення сили та швидкості скорочення міокарда без значного збільшення споживання 
кисню; 

- покращання процесу розслаблення серцевого м'язу; 
- уповільнення частоти скорочень серця (або незначна хронотропна дія); 
- відсутність аритмогенних властивостей та ін. токсичних впливів на організм; 
- зменшення загального периферичного судинного опору; 
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- покращання показників коронарного, ниркового, мезентеріального кровообігу; 
- висока ефективність при різних шляхах введення; 
- можливість комбінування з іншими препаратами для лікування СН. 
Гетерогенність розглянутої групи препаратів (за хімічною будовою, виразністю, тривалістю і 

механізмами реалізації позитивного інотропного ефекту), складнощі патогенезу СН і відсут­
ність легко відтворюваних та адекватних їй моделей значно ускладнює вирішення питання про 
цінність досліджуваної фармакологічної сполуки як кардіотонічного засобу. Цими ж причина­
ми обумовлено велике число різноманітних методів та їх модифікацій, які використовують для 
первинної оцінки та поглибленого вивчення потенційно кардіологічних препаратів. Останнє 
суттєво ускладнює трактування отриманих результатів і порівняння відносної активності пре­
паратів, вивчених в різних лабораторіях. Тому, разом з уніфікацією застосованих методик, наз­
ріла необхідність виділення з усієї їх різноманітності найбільяі доступних, адекватних, високо­
чутливих, специфічних і відтворюваних, що можуть бути рекомендовані для використання при 
цілеспрямованому відборі та фармакологічному вивченні кардіотонічних речовин. 

Аналіз сучасного рівня знань про механізми дії відомих лікарських засобів і патогенез різ­
них форм СН показують, що єдиним стійким критерієм, який дозволяє розглядати хімічну ре­
човину як потенційний кардіотоиік, є наявність у нього інотропного ефекту*. 

Відповідно до цього сучасна програма пошуку і доклінічної оцінки кардіотонічних засобів 
може бути подана таким чином. 

1 етап: первинний відбір (скринінг) і первинна оцінка потенційних кардіотонічних засобів. 
Головною метою цього етапу є виявлення у досліджуваних сполуках здатності збільшувати 

силу та швидкість скорочень препаратів міокарда (див. пп.2, 2.1—2.3). Крім цього, визначають 
вибірковість їх позитивного інотропного ефекту (п.2.4) і орієнтовні параметри токсичності 
(и.2.5). Оцінку ефективності відібраних речовин проводять, порівнюючи їх інотропну (СЕ50 
інотроп., СЕ макс. інотр., СЕ мін. інотр.) і хронотроину (СЕ50 хр., СЕ мін. хр.) активності, а та­
кож токсичність (ЛД50) з одним із добре вивчених («еталонних») препаратів - строфантином 
G, дигоксином, ізопротеренолом (ізадрином), дофаміном, теофіліном і т.п. 

2 етап: вивчення впливу потенційно кардіотонічних сполук на скоротливу активність міо­
карда і параметри гсмодинаміки в умовах цілісного організму. 

На цьому етапі проводять оцінку впливу досліджуваних сполук на продуктивність серця 
(п.3.1), скоротливу активність (п.3.2) і метаболізм міокарда. 

3 етап: дослідження гемодинамічних і метаболічних ефектів кардіотонічних сполук за умов 
експериментальної" СН. 

Ефективність потенційно кардіотонічних сполук вивчають методами експериментальної те­
рапії, моделюючи СН in vitro (п.5.1) і на лабораторних тваринах різних видів (5.2). 

4 етап: вивчення інших видів активності, важливих для виявлення кардіотонічної дії дослід­
жуваних сполук. 

Передбачається виявлення антиаритмічної активності, дослідження впливу на параметри 
регіонального (в тому числі, і коронарного) кровообігу, обміну води і електролітів, кислотно-
лужної рівноваги (п.6). 

5 етап: вивчення нешкідливості препаратів, їх загальнофармакологічних властивостей 
(вплив на ЦНС, систему травлення, органи дихання, систему крові), головних параметрів 
фармакокінетики. Це вивчення проводять відповідно до вимог Державного фармакологічно­
го центру МОЗ України. 

Розробка лікарських форм препарату та НТД на субстанцію і лікарську форму. 
Розшифрування основних механізмів дії нового препарату. 

* Масив сполук, що підлягає експериментальному вивченню, може бути обмежений шляхом прогнозу­
вання і попереднього виявлення кількісного відношення «структура-активність» (КССА) за методами 
конформаційного аналізу або за методом «сетів». Принцип і приклади практичного використання ос­
таннього див. //Arzneimittel Forsch.- 1981.- Bd.31-1, №1.- S. 130-140. 
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2. Методи виявлення позитивного інотропного ефекту на етапі 
первинного відбору потенційних кардіотонічних засобів 

На етапі первинного відбору потенційно кардіотонічних препаратів слід враховувати те, що 
напруження (Р) і скорочення серцевого м'яза (1), які розвиваються, залежать від початкової 
довжини м'язового волокна та частоти серцевих скорочень. Пряма інотропна дія проявляєть­
ся у збільшенні сили та швидкості скорочень серцевого м'яза. Але, враховуючи технічну 
складність даної методики, рекомендується на початковій стадії первинного відбору кардіото­
нічних засобів проводити дослідження на правих передсердях теплокровних, що мають здат­
ність спонтанно скорочуватись. 

2.1. Реєстрація скорочень ізольованого правого передсердя 
теплокровних, що спонтанно скорочується 

Оцінку впливу досліджуваних сполук на вказаному етапі можна проводити на правому пе­
редсерді щурів, мурчаків, кролів, котів. Але найбільяі простою та дешевою є методика виді­
лення правого передсердя щурів. 

Тварин обох статей масою 150-200 г знерухомлюють, швидко розтинають грудну клітку, пе­
рикард, виділяють серце і переносять на парафінову дошку і у ванночку, яка містить розчин 
Кребса-Хенселяйта (склад в і л дистильованої води: NaCl - 7,02 г, КС1 - 0,356 г; КН2Р04 -
0,164 г, MgS04 -0,3 г, NaHC03 - 2,1 г), який має температуру 32°C та рН=7,3-7,4. Потім виді­
лене передсердя розміщують у двостіиній камері об'ємом 50 мл, у якій постійно циркулює 
розчин за допомогою водозливу. Розчин суміші, що постійно аерується, складається з 95% 
кисню та 5% С02, подається з боку внутріяшьої камери під підвищеним тиском з основного 
резервуару через скляну теплообмінну спіраль з термостатичним контрольованим підігрівом. 
Один кінець препарату обережно фіксують на нерухомому гачку за допомогою серфіни, ін­
ший за допомогою пружини з'єднують з важелем механотрону - механоелектричного перет­
ворювача сили. При фіксації ізольований м'яз розтягується в 1,5 раза від початкової довжини 
(довжина спокою), що з біологічної точки зору необхідно для досягнення максимального ско­
рочення смужки. 

В установці для реєстрації скорочень препарату ізольованого передсердя використовують 
механотрон МХ-2С, підсилювач біопотенціалів УПБІ-02, ЭЛКАР-2, диференційований прис­
трій, вмонтований у ЭЛКАР, який дозволяє «розкласти» криву скорочень на скорочення і 
розслаблення в часі (установка може бути укомплектована іншим аналогічним обладнанням і 
модифікуватися персональним комп'ютером). 

Перед початком досліду проводять калібрування механотрону шляхом підвішування ванта­
жу масою 500 мг та запису каліброваного сигналу. Така сама операція проводиться після за-
верніення експерименту. Досліджувані речовини вводять в камеру в об'ємі 0,5 мл (співвідно­
шення введених в камеру об'ємів і об'єму самої камери повинно бути 1:100) швидко і одномо­
ментно. Струмінь введеної речовини спрямовують до стінки камери, кінець голки шприца 
знаходиться на одному і тому ж рівні в усіх дослідах, що досягається шляхом натиску голов­
ки шприца у верхній кінець камери. рН поживного розчину реєструють до початку експери­
менту і в динаміці досліду. Відмивання препарату виконують шляхом повного 3-разового ви­
порожнення камери з подальшим швидким її наповненням. Протягом 40-60 хв м'яз серця 
входить в стабільний ізотонічний режим (період впрацьовування). Охарактеризувати скорот­
ливу діяльність за допомогою якого-небудь одного показника - індексу скоротливості - не­
можливо. Це положення стосується й вибору показників для оцінки скоротливості ізольо­
ваної смуги міокарда. 

У серцевому м'язі (як і у скелетному) макроскопічні зміни відображають процеси, ню відбу­
ваються під час скорочення у актин-міозиновому комплексі, зокрема, міозинових місточках. 
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Сучасними дослідженнями доведено, що на основі змін на кінцях м'яза змінних - довжини 
(L), швидкості (V) та напруги (Р) як функції часу за допомогою моделі можна визначити 
властивості внутрішнього генератора сили та укорочення. Найдокладніше вивчено співвідно­
шення довжина-сила (І-Р), яке є основою закону Франка-Старлінга, і зв'язок сила-швидкість 
(P-V), який визначається особливостями переходу хімічної енергії в механічну. В багатьох 
працях (особливо фармакологічних) для оцінки скоротливої здатності міокарда при ізометрії 
використовують амплітуду скорочень, вважаючи, що зміни в максимальній силі пропорційні 
відмінностям у кількості кальцію, що надходить до міофібрил при активації. Але амплітуда 
скорочень залежить від двох факторів: швидкості розвитку напруги dp/dt і часу, протягом 
якого може відбутися наростання сили. Тому більш точно визначити можливості контрак-
тильного елемента, здатність його реалізувати свій скоротливий резерв молена тільки за су­
купністю зв'язків P(t), V(t), I(t), P(V), P(I). 

Після закінчення періоду вираховування м'яза проводять вивчення впливу на нього різних 
механічних чинників, які використовуються безпосередньо в кожному експерименті і могли б 
діяти на препарат ізольованого м'яза. До цих чинників належать: 

- триразове відмивання м'яза з інтервалом 3 і 5 хв; 
- закриття протоку оксигенованого розчину через камеру на час, необхідний для експозиції 

досліджуваних речовин. Досліди проводяться за схемою, представленою у таблиці. 
Таблиця 

№ Етапи дослідження Тривалість 

1 Період впрацьовування 40-60 хв 
2 Відмивання Юс 2 

«Відпочинок» 3 хв 
3 Відмивання Юс 3 

«Відпочинок» 3 хв 
4 Відмивання Юс 4 

«Відпочинок» 15 хв 
5 Закриття протоку 2 хв 
6 Проток відкритий реєстрація через 5 хв 

Оцінку впливу досліджуваних сполук на ізольоване праве передсердя проводять за такими 
параметрами, наведеними на рис. 1. 

При виявленні збільшення ампліту­
ди, швидкості скорочення передсердя, 
збільшення швидкості розслаблення 
при незмінній ЧС або її сповільненні 
(припустимий незначний хронотроп-
ний ефект) слід перейти до реєстрації 
прямої інотропної дії сполук, що вив­
чаються, яка не залежить від змін ЧС і 
обумовлена реалізацією феномена 
Франка-Старлінга. 

Як існують міжвидові розходження в 
реакціях на інотропні агенти, так ма­
ють місце достатньо глибокі розход­
ження в таких реакціях і між передсер­
дями та шлуночками одного серця. То­
му імовірність виявлення кардіотоніч­
ного ефекту значно підвищується при 
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t-dp/dt 
Рис. 1. Графічне зображення параметрів скорочень пра­
вого передсердя 
А - амплітуда (сила) скорочень передсердя; 
dp/dt макс. - швидкість скорочень передсердя; 
dp/dt мін. - швидкість розслаблення передсердя; 
Т - dp\dt - час активації скорочень; 
ЧС - частота скорочень. 
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одночасній реєстрації іиотропного ефекту на препаратах різних відділів серця. При цьому до­
цільне використання багатоканальних мікромеханографічних установок, що зменшує не тіль­
ки кількість тварин, а й час, витрачений на дослідження. 

2.2 Реєстрація скорочень ізольованих препаратів серцевого м'яза 
в ізометричному режимі 

Препарати серцевого м'яза розміщуються у термостатованій перфузійній камері з органіч­
ного скла. Об'єм кожної з чарунок - приблизно 1 см3. Швидкість перфузії - приблизно 
5 мл/хв. 

Кожен препарат одним кінцем прикріплюють до нерухомого гачка, а іншим жорстко фіксу­
ють до важеля механоелектричного перетворювача сили - механотрона. Початкове розтяг­
нення препарату (переднавантаження) виконується за допомогою спеціального мікромет­
ричного пристрою. Для визначення довжини робочої частини м'яза камера повинна бути об­
ладнана оптичною системою, яка дозволяє проводити заміри з точністю до 0,01 мм. Стиму­
ляцію препаратів виконують надпороговими прямокутними імпульсами від електростиму­
лятора. 

Платинові пластинчаті електроди для безконтактної стимуляції розташовують на стінках 
камери вздовж її поздовжньої осі. Для зменшення вивільнення ендогенних катехоламінів мо­
жуть бути використані голчаті платинові електроди. Силу (F макс) і напруження спокою 
(То), котрі розвиваються кожним препаратом та вимірюються за допомогою механотронів, 
після посилення та диференціації реєструють разом з першою похідною (F макс) на осцилог­
рафі і швидкодіючому реєструючому пристрої з чорнильним, струменевим або іншим типом 
запису. Швидкість реєстрації повинна бути не менше 100 мм/с. Технічне оформлення уста­
новки залежить від типів використаних пристроїв. 

2.3. Основні параметри ізометричного скорочення 
ізольованих препаратів серцевого м 'яза 

Оцінку впливу досліджуваних сполук на ізольовані препарати серцевого м'яза, який скоро­
чується в ізометричному режимі, проводять за такими параметрами (рис. 2). 

F макс. - максимальна сила, що розвивається. Відповідає розміру перпендикуляра ab. Вира­
жається в мН. Оцінка абсолютної сили скорочень різних препаратів за умов ізометричного ре­
жиму повинна проводитись при порівнянні величин максимального ізометричного напружен­
ня (Тмакс), яке чисельно дорівнює Рмакс, нормованої на площу поперечного перерізу м'язо­
вого препарату. Через те, що переріз має неправильну форму, смуга аироксимується циліндром 
довжиною 1. Як показник довжини використовують Імакс - довжину препарату, при якій сила 
ізометричного скорочення максимальна. Тоді площу перерізу молена знайти за рівнянням: 

М - маса м'яза (г); 
1 - Імакс; 
d - питома маса (для міокарда - 1,07 г/мм3). 
Для оцінки інотропних ефектів досліджуваних сполук на етапі скринінгу допустиме вира­

ження змін показників у відносних одиницях (наприклад, в % щодо початкового рівня). 
Як правило, через тривалість експерименту спостерігаються певні коливання параметрів 

ізометричного скорочення препаратів міокарда теплокровних тварин. Тому можна пореко­
мендувати методику, що передбачає вираження ефекту, обумовленого кожною концентраці­
єю препарату, у % до максимального, визначеного після впливу агента з надмірною концент­
рацією (10 2~10~4). 
_ . _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ________ _ _ _ _ _ 
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Рис. 2. Основні параметри скорочення та розслаблення серцевого м'яза. 
1 - крива сили ізометричного скорочення; 2 - перша похідна. 
+Тмакс - максимальна швидкість скорочення. Визначається шляхом диференціювання (dT/dl) і від­
повідає перпендикуляру fg. Розмірність - мН/мм2-с"'; 
-Т'макс - максимальна швидкість розслаблення. Відповідає величині перпендикуляра fg'. Розмір­
ність - мН/мм2-с'. 
Ці показники зручно виражати, нормуючи їх на величину максимально розвинутої сили: +F'/F, -F'/F. 
То - напруження спокою. Дорівнює напруженню м'яза після розтягування його до Імакс. Відповідає 
перпендикуляру іс. Розмірність - мН/мм2. 
Серед багатьох інших показників найбільше значення мають: 
ЧДМ - час досягнення максимальної сили ізометричного скорочення. Відповідає відрізку са і вира­
жається в секундах (с). 
ЧР - час розслаблення. Відповідає відрізку ас. Розмірність - секунда (с). 
Більш інформативним показником є 1/2 ЧР - час напіврозслаблення - час, за який величина роз­
слаблення досягає 50%. Відповідає відрізку ad. Розмірність така сама. 

2.4. Вивчення впливу досліджуваних сполук на параметри ізометричного 
скорочення препаратів серцевого м'яза теплокровних тварин 

Постановка масових досліджень на початковому етапі можлива лише за умов застосування 
простих та економічних методів первинного відбору кардіологічних сполук. Таким вимогам 
відповідає методика реєстрації ізометричного скорочення ізольованих препаратів міокарда 
теплокровних тварин. 

Для випробування сполук глікозидної природи використовують мурчаків. При досліджен­
нях сполук інших хімічних класів досліди проводять на ізольованих препаратах серцевого 
м'яза ссавців не менше двох біологічних видів (щури, мурчаки, кролі, коти). 

В експериментах можуть бути використані папілярні м'язи, трабекули, смужки шлуночків 
та лівого передсердя. Препарати правого передсердя, які мають власну ритмічну активність, 
на даному етані не застосовують. При роботі на багатоканальній мікромеханографічній уста­
новці раціонально одночасно використовувати препарати з різних відділів одного серця (нап­
риклад, папілярний м'яз, смужки міокарда лівого передсердя та шлуночки). Зручним об'єк­
том є міжшлуночкова перетинка серця кроля, що перфузується через артерію. 

Параметри скорочень препаратів міокарда теплокровних тварин дуже чутливі до дії різних 
факторів (рН, концентрація іонів, температура, інтенсивність оксигенації і т.н.), показників 
яких слід дотримуватися від досліду до досліду. 

У тварин під наркозом (пентобарбітал, уретан) виймають серце, яке фіксують у ванночці з 
охолодженим до 20° аерованим поживним розчином. 

Папілярні м'язи у щурів виділяють з лівого, у мурчаків - з правого, у кролів і котів - з обох 
шлуночків. 
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Розділ III 

Особливу увагу треба звернути на атравматичність виділення м'язових препаратів. Товщи­
на смужки є лімітуючим фактором надходження кисню до її глибоких ділянок, а її «краєві 
ефекти», які вносять значну помилку при реєстрації ізометричних скорочень, тим більші, чим 
коротший препарат. Тому слід відбирати найтонші (менше 1 мм в діаметрі) та довгі папіляр­
ні м'язи, а смужки вирізати діаметром 1-1,5 мм і довжиною 6-8 мм. 

Препарати закріплюють у перфузійній камері, як описано раніше (п.2.1). Час, витрачений на 
виділення та фіксацію препарату, не повинен перевищувати 3-4 хв. Перфузію здійснюють од­
ним з вказаних розчинів* (температура для препаратів міокарда щурів +28~30±0,5°С, для 
морських свинок +30-34°С). Швидкість перфузії - 5 мл/хв. Розчин аерують газовою суміш­
шю, що містить 95% кисню та 5% вуглекислого газу. 

Препарати стимулюють прямокутними імпульсами тривалістю 3-5 мс і амплітудою, на 
10-20% більшою за порогову. Частота визначається типом смужки , видом тварини, індивіду­
альними особливостями досліджуваного препарату та може варіювати в межах 0,2-4 Гц.** 

«Впрацьовування» препарату триває 30-40 хв при мінімальному переднавантаженні. Робо­
че розтягнення у кожному випадку задається таким чином, щоб довжина препарату наближу­
валась до Імакс кривої Франка-Старлінга, тобто препарат розвиває максимальне напруження 
при даній частотній стимуляції. Для подальшої роботи слід використовувати лише ті м'язові 
препарати, відношення То/Тмакс яких не перевищує 1/3.*** 

При зміні частоти стимуляції слід підібрати адекватне їй початкове розтягнення і продовжи­
ти «впрацьовування» препарату до досягнення нового стаціонарного рівня. 

До початку дослідів досліджуваних сполук визначають чутливість препарату до «стандар­
тних» інотропних агентів - ізопротеренолу (ізадрину) - 1-Ю"8 М; строфантину G - М0"7М; 
дофаміну - 1-Ю"5 М. 

Препарати, які не реагують на дані речовини, з подальших досліджень виключаються. 
Після досягнення початкового стаціонарного рівня скорочень для виявлення моменту по­

чатку дії досліджуваної сполуки, а також моменту досягнення нового стаціонарного рівня ре­
єстрації параметрів скорочення м'язу проводять постійно на мінімальній швидкості розгор­
тай (1 мм/с). 

Смужки міокарда перфузують розчином з вмістом речовини з концентрацією 10"9-
ю-2м.**** 

Якщо впродовж 10 хв досліджувана сполука не впливає на скоротливі властивості препара­
ту міокарда, в подальшому для перфузії використовують розчин, в якому вміст даної сполуки 
на порядок вищий. Спостереження продовжують протягом наступних 10 хв. Залежно від от­
риманих результатів ефекти досліджуваних сполук вивчають у широкому діапазоні концент­
рацій (10-9-10-2 М).***** 

* Для препаратів серця щурів використовують розчин Кребса: NaCl - 120 мМ, КСІ - 4,8 мМ, КІІ2Р04 
- 1,3 мМ, MgS04 - 2,5 мМ, NaHC03 - 25 мМ, СаСІ2 - 2,6 мМ, глюкоза - 5,34 мМ, рН - 7,4. Для препа­
ратів серця мурчаків - розчин Тіроде: NaCl - 118,4 мМ, КСІ - 4,9 мМ, СаСІ - 2,5 м-М, NaIIC03 - 25 мМ, 
NaH2P04 - 1,2 мМ, MgCl2 - 1,2 мМ, глюкоза - 10 мМ, рН - 7,4. Для інших видів тварин застосовують 
різні модифікації вказаних розчинів. 
* * Доцільно випробувати кожну сполуку, використавши різні частоти. 
*** Див. Биков Б.Л., Желамський С.В.//Физиол. журн. СССР- 1982.- Т.64, №3.- С. 425-428. 
* * * * Необхідну кількість речовини зважують з точністю до четвертого знаку, розчиняють до одержання 
концентрації 103~10~2 М. Для нерозчинних у воді сполук використовують відповідні неполярні роз­
чинники, які повинні бути додані в еквівалентній кількості до перфузійного розчину. Потім за методом 
серійних розведень отримують розчини концентрації 10"4, 10"5,10~6 М і т.д. 
***** При роботі на багатоканальному пристрої кожен препарат може перфузуватись окремо. У цьому 
випадку одночасно можуть бути використані розчини різних концентрацій. 

_ _ _ 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
Якщо ця сполука в одній з пробних концентрацій виявляє позитивний інотропний ефект, 

перфузію препарату з більш високою дозою речовини починають на висоті дії попередньої. У 
ньому випадку концентрація послідовно підвищується в 3,10, ЗО, 300 і т.д. разів, доки величи­
на позитивного інотропного ефекту продовжує збільшуватися. 

Інший методичний підхід передбачає відмивання препаратів упродовж 15-30 хв (до постій­
ного рівня скорочень) після вивчення досліджуваної речовини у кожній з концентрацій. 

Вивчаючи вплив фармакологічних сполук на кінетику ізометричного скорочення і розслаб­
лення у теплокровних, визначають не тільки максимальне напруження (Тмакс), що розвива­
ється, і максимальну швидкість (Т'макс), а й інші параметри, розглянуті у розділі 2.3. 

Статистичну обробку результатів проводять загальноприйнятими методами на підставі да­
них не менше ніж 5 експериментів на однорідних препаратах (папілярні м'язи, ліве передсер­
дя або смужки шлуночків) сердець тварин одного виду. 

З метою оцінки ефективності досліджуваних сполук обчислюють їх СЕ50 (концентрація, яка 
підвищує Бмакс на 50%).* Для визначення СЕ50 будують болограми або накопичувальні криві. 

СЕ50 чисельно дорівнює константі Міхаеліса комплексу агоніст-рецептор (Km), яка може 
бути мірою активності досліджуваних сполук, можливо здатних зв'язуватися з певними клі­
тинними рецепторами. 

Більш наочною характеристикою взаємодії агоніста і рецептора є константа спорідненості 
(Кс) - величина, зворотна до Km. Kc може бути визначена як з Km, так і безпосередньо з гра­
фіку Лайньюївера-Берка.** 

Відбір сполук для подальшого експериментального вивчення проводять, в першу чергу, по­
рівнюючи СЕ50 досліджуваних та «еталонних» сполук. 

Еталоном для кардіотоніків глікозидної природи є строфантин G або дігоксин, для адрено-
міметиків - ізадрин, дофамін, добутамін. Позитивну інотропну дію кардіотоніків, які нале­
жать до інших хімічних груп, порівнюють з ефектами одного з еталонних препаратів, а також 
з найближчим «хімічним аналогом». 

Обов'язковим є порівняння СЕ50, обчисленої на основі даних, отриманих у тварин як міні­
мум 2 біологічних видів, один з яких - мурчаки. 

У деяких випадках для порівняння ефективності еталонних і досліджуваних кардіотоніків ко­
рисно порівнювати величини їх мінімальних і максимальних інотроиних концентрацій (СЕ мін. 
інотр., СЕ макс. інотр.). Для узагальненої характеристики може слугувати величина tga, яка є 
відношенням Кмакс./Умакс, де Умакс. - максимальне значення ефекту, який знайдено за гра­
фіком, накресленим у координатах Лайньюївера-Берка. 

Збільшення tga означає зменшення спорідненості досліджуваної речовини до можливого 
рецептора і/або зменшення максимального ефекту. 

На другому етапі доклінічного вивчення повинні бути досліджені не тільки більш ефек­
тивні, але й менш токсичні (велике значення мають ЛД50), ніж відомі кардіотоніки, сполуки. 

2.5. Визначення вибіркової інотропної дії потенційних кардіотонічних сполук 

Про вибірковість (селективність) позитивної дії судять за коефіцієнтом СЕ50 інотр./СЕ50 
хрон., де СЕ50 інотр. - концентрація речовини, яка викликає збільшення F макс. на 50%, а СЕ50 
хрон. - концентрація речовини, яка викликає збільшення на 50% частоти скорочень ізольова­
ного правого передсердя, що спонтанно скорочується, серця тварин того ж виду. Реєстрацію 
впливу досліджуваних речовин на частоту скорочень проводять аналогічно и.2.4, але смужки 
правого передсердя не піддають електростимуляції. 

Перспективними д;ю подальшого вивчення є сполуки, коефіцієнт селективності яких менше 1. 
* За необхідності обчислюють цю величину для тимчасових і швидкісних параметрів ізометричного 
скорочення. 
** Див. Комиссаров И.В. Элементы теории рецепторов в молекулярной фармакологии.- М.: Медици­
на, 1969,- С. 33-35. 
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Розділ НІ 

2.6. Визначення орієнтовної токсичності досліджуваних сполук 

При виявленні кардіотонічної активності у досліджуваних сполук у дослідах на ізольованих 
препаратах серця необхідно експрес-методом визначити ЛД50 в дослідах на мишах або щурах 
при внутрішньочеревному (для нерозчинних у воді речовин - пероральному) введенні. 

При виявленні кардіотонічної активності досліджуваних сполук за умов цілісного організму 
необхідно провести повні дослідження з визначення їх токсичності на 3 видах лабораторних 
тварин, у тому числі на крупних лабораторних тваринах при ентеральному і парентеральному 
(включаючи внутрішньовенне при наявності розчинних у воді сполук) шляхах введення. 

3. Методи оцінки впливу досліджуваних сполук як потенційних 
кардіотонічних засобів на скоротливу функцію міокарда та параметри 

гемодинаміки в дослідах in vivo 
Показником дії кардіотонічних засобів є стан (зміна) скоротливої функції міокарда, яка є го­

ловною характеристикою функціонування серця в нормі і за патології. 
На сучасному рівні методичних можливостей необхідно реєструвати прямі показники - силу 

і швидкість скорочення та розслаблення міокарда в динаміці. Динамічна реєстрація прямих по­
казників тим більш необхідна, враховуючи особливості внутрішньо- і екстракардіальних меха­
нізмів компенсації і адаптації у відповідь на інотропний вилив, а також особливості перебігу СН. 

Крім реєстрації основних показників скоротливої функції міокарда доцільно проводити роз­
рахунок індексів скоротливості. 

Поряд з показниками скоротливої функції міокарда, необхідна реєстрація показників про­
дуктивності серця (ударного і хвилинного об'єму крові), а також гемодинамічних показників: 
артеріального тиску (систолічного, діастолічного і середнього), загального периферичного 
опору судин і частоти серцевих скорочень. 

Такий комплекс даних отримують при одночасній катетеризації порожнин серця, магіс­
тральних судин експериментальних тварин, що дозволяє скласти досить повне уявлення про 
кардіотонічні властивості досліджуваних засобів і перспективи їх подальшого вивчення. 

3.1. Методи оцінки скоротливої функції міокарда 

Сучасний рівень методичних можливостей дозволяє проводити пряму реєстрацію основних 
показників скоротливої активності міокарда: величини внутрішньошлуночкового тиску (р), 
швидкості скорочення та розслаблення (відповідно dp/dtMaKt і dp/dtMlll) міокардіальних воло­
кон, які в комплексі з іншими важливими гемодинамічними параметрами (системний артері­
альний тиск, ЧСС, хвилинний об'єм) дають достатньо об'єктивну характеристику інотроп-
ного стану міокарда. 

При значних змінах гемодинамічних детермінант додатково до отриманих величин пропо­
нується розраховувати так звані ізоволюмічні індекси скоротливості, зокрема індекс А2ІЙт 
(Veragut, Krayenbuhl, 1965), а також індекс розслаблення міокарда dp/dtMlH 

Рр 
Вказані індекси мало залежать від змін притоку крові до серця і тиску в аорті (перед- та пост-

навантаження). 
Вивчення кардіотонічної активності нових сполук проводять на крупних лабораторних тва­

ринах (собаках, котах, кролях). Бажано, а у деяких випадках - (при змінах під впливом дос­
ліджуваних сполук системного артеріального тиску) необхідно проведення експерименту на 
ненаркотизованих тваринах. Враховуючи особливості функціонування серцево-судинної сис­
теми у різних видів тварин, а також особливості перебігу різних стадій наркозу у них, най­
більш доцільним уявляється проводити експерименти на собаках, які найбільш придатні до 
дослідження без наркозу. 
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Тварин кладуть на спеціальний стіл у положенні на спині, фіксують м'якими джгутами і 
вводять катетери у порожнину лівого шлуночка серця, в низхідну частину дуги аорти, порож­
нину правого шлуночка через сонні артерії і яремну вену (при проведенні експериментів на 
ненаркотизованих тваринах виділення сонних артерій і яремної вени здійснюють під місце­
вою анестезією - 0,5% розчином новокаїну). 

Тиск у порожнинах серця і судинах вимірюють електроманометричним методом, швидкос­
ті скорочення і розслаблення міокарда - за допомогою електронного диференціатора. 
Обов'язковою є реєстрація системного (систолічного, діастолічного, пульсового та середньо­
го) артеріального тиску. ЕКГ реєструють у стандартних відведеннях. Запис кривих повинен 
бути одночасним, синхронним, динамічним. 

На основі аналізу кривих тиску крові у шлуночках серця, першої похідної, системного арте­
ріального тиску, ЕКГ розраховують наступні величини (окремо для кожного шлуночка, рис. 3). 

Як згадувалося вище, однією з умов, яка пред'являється до кардіотонічних препаратів, є вив­
чення процесів розслаблення, оскільки мобілізація скоротливої функції міокарда оптимально 
реалізується лише в комбінації з підвищенням інтенсивності розслаблення. Тому необхідні 
реєстрація і аналіз максимальної швидкості зниження тиску в шлуночках серця і розрахунок 
індексу розслаблення (відповідно dp/dtMjll і "Р/НМІН рис. 3). 

Рр 
На ЕКГ визначають частоту серцевих скорочень та інші загальноприйняті показники. За 

кривою артеріального тиску - систолічний, діастолічний, пульсовий і середній артеріальний 
тиск крові. 

Отриманий комплекс даних 
дозволить дати достатньо пов­
не уявлення про стан скорот­
ливої функції міокарда, гемо-
динамічних змін в умовах 
впливу потенційних кардіото­
нічних засобів. 

Перспективними для по­
дальшого вивчення будуть 
вважатися речовини, які знач­
но збільшують силу і швид­
кість скорочень міокарда, по­
ліпшують процеси розслаб­
лення, збільшують індекси 
скоротливості. 

Безсумнівно, треба звертати 
увагу на системний артеріаль­
ний тиск, а також на загальний 
периферичний опір, який по­
винен бути розрахований, ви­
ходячи з даних системного ар­
теріального тиску і хвилинно­
го об'єму крові (ХОК), про що 
буде сказано нижче. Важли­
вим є характер ЕКГ (відсут­
ність тахікардії, аритмії, пору­
шень форми, амплітуди зуб­
ців, тривалості інтервалів і 
т.д.). 

232 Доклінічні дослідження лікарських засобі» (методичні рекомендації) 

Рис. 3. Схема розрахунку параметрів кардіодинаміки і індексів 
скоротливості міокарда. 
Р макс - тиск максимальний (мм рт.ст.); 
Рр - тиск, що розвивається у шлуночку (мм рт.ст.); 
Ра - тиск*абсолютний (мм рт.ст.); 
dp/dtMaKC - максимальна швидкість наростання тиску в шлуночку 
(мм рт.ст.); 

ррг - - - індекс скоротливості Верагута (с 1). 
Заштрихована площа під кривою тиску - т^шк інтегральне ізо­
метричне напруження ПТ (для розрахунку індексу), t - швид­
кість від зубця R до максимуму dp/dt. 



Розділ III 
3.2. Визначення показників продуктивності серця і загального 

периферичного опору судин 

На сучасному етапі досліджень серцево-судинної системи хвилинний об'єм крові визнача­
ють методами електромагнітної і звукової флоуметрії. При відсутності відповідного облад­
нання можливо визначати ХОК методами тетраполярної реографії, розведення радіоактив­
них індикаторів або фарбників, термодилюції і т. д. 

Враховуючи величини артеріального тиску, ХОК, розраховують загальний периферичний 
опір судин (ЗПОС) за загальноприйнятими формулами. Безперечно, слід звертати увагу на 
речовини, які збільшують ХОК і знижують ЗПОС. 

У дослідах на ненаркотизованих тваринах припустиме визначення хвилинного об'єму крові 
за формулою: 

XOK = K V ( V R c a ) 2 ,де 
К- поправочний коефіцієнт, що дорівнює 2,1; 
V - об'ємна швидкість кровотоку в сонній артерії - визначається методом електромагнітної 

флоуметрії; 
R, - радіус аорти у тварин (знаходять за номограмою); 
Rca - радіус сонної артерії. 
Дози сполук при дослідженнях, вказаних в пн. 3.1 і 3.2, підбирають дослідним шляхом, йду­

чи від величин ДЛ50 і СЕ50, отриманих в дослідах на ізольованих препаратах міокарда. 
Обов'язкове обгрунтування вибраної дози препарату. 

Вивчають вплив потенційних кардіотонічних засобів на скоротливу активність міокарда і 
показники гемодинаміки як при одноразовому, так і при повторному введенні досліджуваних 
сполук внутрішньо і парентерально, а також при тривалій внутрішньовенній інфузії. 

4. Вивчення впливу потенційних кардіотонічних сполук 
на різні сторони метаболізму міокарда 

Реалізація позитивного інотропного ефекту супроводжується мобілізацією численних, уз­
годжених у часі метаболічних реакцій, які забезпечують як збільшення сили і швидкості ско­
рочень міокарда, так і активацію сполучених біохімічних перетворень. Тому зміни основних 
показників енергетичного, пластичного і електролітного обміну міокарда під впливом дослід­
жуваних речовин є важливою характеристикою механічної активності серця. Крім того, ці да­
ні можуть бути використані для прогнозування ефективності і безпеки застосування дослід­
жуваних кардіотонічних сполук при різних формах СН, а також для з'ясування їх молекуляр­
них механізмів дії. 

4.1. Вивчення енергетичного обміну міокарда 

Серед метаболічних реакцій центральне місце посідають процеси постачання скорочуваль­
ного акту енергією. Енергозабезпечення клітин міокарда здійснюється такими послідовними 
процесами: 

1) утворення АТФ у реакціях окислення жирних кислот, глюкози та інших субстратів, 
пов'язаних із фосфорилюванням АДФ неорганічним фосфатом; 

2) стадія транспорту енергії від місця утворення до місць використання; 
3) реакції використання енергії для скорочення, підтримки іонних градієнтів на клітинних 

мембранах, здійснення біосинтетичних процесів. 
Вплив досліджуваних сполук на важливіші показники енергетики міокарда, які характери­

зують кожний з розглянутих вище етапів, вивчають, використовуючи загальноприйняті біохі­
мічні методи. 
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При цьому досліджують: 
а) вміст АТФ, АДФ, АМФ, КФ, Фн. Ці показники визначають енергетичний потенціал клі­

тини. Аналіз кожного параметру системи аденілових нуклеотидів і загальноприйнятих коефі­
цієнтів (потенціал фосфорилювання і т. д.) дозволяє зробити висновок про вагомий вплив 
досліджуваних речовин на процеси синтезу або утилізації макроергів; 

б) вміст глікогену і жирних кислот у гомогенаті серцевого м'яза. Ці показники свідчать про 
вплив досліджуваних речовин на інтенсивність використання і утворення основних енерге­
тичних субстратів міокарда; 

в) вміст пірувату і лактату у міокарді і крові, а також їх співвідношення. Разом з даними що­
до активності лактатдегідрогенази ці дані дозволяють судити про вплив досліджуваних речо­
вин на інтенсивність реакцій аеробного та анаеробного окислення; 

г) активність креатинфосфокінази дозволяє судити про інтенсивність переносу енергії від 
місця утворення до місць використання. 

При виконанні робіт, спрямованих на з'ясування провідних метаболічних ланок, через які 
реалізуються фармакодинамічні ефекти даного кардіотонічного засобу, можуть бути викорис­
тані додаткові методи дослідження (визначення вмісту субстратів і активності окремих фер­
ментів гліколізу і циклу трикарбонових кислот, вмісту нікотинамідних коферментів, інтен­
сивності окислювального фосфорилювання в мітохондріях і т. д.). 

4.2. Вивчення електролітного і пластичного обміну міокарда 

Сила і тривалість скорочень серцевого м'язу визначається не тільки ефективністю енергоза­
безпечення контрактильного апарату, але і рівнем Ca2f поза і всередині клітини. Різноманітні 
механізми, які призводять до підвищення внутрішньоклітинної концентрації вільних іонів 
Са2+, відіграють важливу роль в реалізації позитивної інотропної дії кардіотонічних засобів. 

Визначення важливих параметрів електролітного балансу міокардіальної клітини, актив­
ності ферментних систем, що забезпечують підтримку іонних градієнтів і формування іонних 
струмів, а також показників білкового обміну проводять, як правило, лише для з'ясування ме­
ханізмів кардіотонічної дії досліджуваних засобів. Вибір тих чи інших методів диктується 
конкретною задачею, що стоїть перед дослідником. 

5. Дослідження гемодинамічного і метаболічних ефектів кардіотонічних 
засобів за умов експериментальної серцевої недостатності 

Критеріями оцінки виникнення експериментальної недостатності серця (ЕСН) є зниження 
сили і швидкості скорочень ізольованих препаратів серця, подовження часу активації їх скоро­
чень, зміни частоти і ритму скорочень (на препаратах, що спонтанно скорочуються); у лабора­
торних тварин - зниження сили і швидкості скорочень правого і/або лівого шлуночків, погір­
шення процесів їх розслаблення; поява аритмії різного характеру (в залежності від моделі'ек­
спериментальної недостатності серця), зміна ЧСС, зменшення індексів скоротливості, знижен­
ня показників продуктивності серця, падіння артеріального тиску, збільшення кінцевого діас-
толічного тиску у шлуночках серця, зниження об'ємної швидкості коронарного кровотоку. 

ЕСН повинна бути легко відтворювана на різних видах лабораторних тварин, характеризу­
ватися стабільністю гемодинамічних показників. 

Незважаючи на значну кількість відомих способів моделювання НС в експерименті, жоден з 
них у повному обсязі не відповідає всім зазначеним умовам. Тому на етапі доклінічного вив­
чення оцінка дії потенційних кардіотонічних сполук повинна бути здійснена на різних (одна -
in vitro, дві - in vivo, в тому числі, одна - на крупних лабораторних тваринах, бажано на тому 
виді, на якому проводилося вивчення скоротливої функції міокарда і стан гемодинаміки) мо­
делях ЕСН з числа включених в дані методичні рекомендації. 
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5.1. Моделювання недостатності ізольованих препаратів міокарда 

Випробування потенційних кардіотонічних сполук на препаратах міокарда з різними фор­
мами експериментальної недостатності, позбавлених нейро-гуморальних регуляторних впли­
вів цілісного організму, дозволяє встановити особливості реалізації їх позитивної інотропної 
дії за умов, коли порушення скоротливої функції залежить тільки від структурних і метабо­
лічних ушкоджень серцевого м'яза.* 

5.1.1. Модель «спонтанної недостатності» ізольованих препаратів міокарда 

Досліди проводять на ізольованих лівих передсердях, папілярних м'язах мурчаків, щурів або 
котів, які скорочуються в ізометричному режимі при адекватній частоті стимуляції: для щурів 
0,5-1 Гц, для котів, мурчаків - 2-2,5 Гц. Після досягнення стабільного рівня максимального 
напруження, що розвивається, (Тмакс) і +Т'макс частоту стимуляції збільшують у 2 рази. Пер-
фузію препаратів здійснюють оксигенованим розчином Кребса при температурі 35-37°С. Як 
правило, через 60-90 хв після досягнення нового стаціонарного рівня Тмакс, і + Т'макс і -
Т'макс, починають зменшуватися. Критерієм розвитку «спонтанної недостатності» препара­
тів є зниження Тмакс більше ніж на 50%. 

5.1.2. Модель «гіпоксичної недостатності» ізольованих препаратів міокарда 

Зниження параметрів скоротливості на ізольованих препаратах міокарда теплокровних тва­
рин (папілярного м'яза, правому передсерді, смузі шлуночків), досягається використанням 
для аерації газової суміші з вмістом 5% 02; 5% С02 і 90% N2. Зниження Тмакс і + Т'макс спос­
терігається впродовж перших 10 хвилин і досягає, як правило, 30-50% від початкового рівня. 

Застосування «аноксичного» розчину (95% N2 і 5% С02) дозволяє домогтися зниження 
Тмакс на 85-90%. 

5.1.3. Відтворення «недостатності» ізольованих препаратів міокарда за 
допомогою фармакологічних сполук 

Додаткова інформація про особливості і механізми реалізації позитивної інотропної дії дос­
ліджуваних сполук може бути отримана в умовах пригнічення скоротливості препаратів міо­
карда барбітуратами, бета-блокаторами і блокаторами повільного спрямованого внутрішньок­
літинного струму Са2+. 

Для зменшення Бмакс. більш ніж на 30% використовують лікарські препарати в таких кон­
центраціях: 

Натрія пентобарбітал (нембутал) - 1-Ю"4—3-Ю"4 М 
Пропранолол (ананрилін, індерал) - 1-Ю"5—1-Ю"4 М 
Верапаміл - 1-10"6—1-10"3 М 
За умов кожної з вказаних моделей «недостатності» ізольованих препаратів міокарда 

ефекти досліджуваних і еталонних сполук співвідносять, застосовуючи їх у концентраціях, що 
відповідають СЕ50 (див. 2.4). 

5.2. Моделювання ЕСН 

Гостру, підгостру та хронічну недостатність серця у різних видів лабораторних тварин від­
творюють шляхом створення експериментальних пороків серця, гіпертензії малого кола кро­
вообігу або зменшення скорочувальної активності міокарда внаслідок його ішемічних пош-
* Перевагу слід надавати вищезгаданим моделям СН. Можуть бути використані й інші адекватні моде­
лі, які відповідають викладеним (5) умовам. 
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коджень. Слід підкреслити, що ізольованої в точному розумінні недостатності правого або лі­
вого шлуночка не існує. Тому у кожному конкретному випадку можна казати лише про пере­
вагу порушень функції того чи іншого відділу серця. 

5.2.1. Модель гострої і підгострої недостатності гемодинамічного типу у щурів 
(методика Вегпак- Когана)* 

Серцево-судинна недостатність гемодинамічного типу моделюється у щурів масою 190-
220 г шляхом стенозування діафрагмального сегмента черевної аорти. 

У дослідах на щурах можуть бути створені і інші моделі СН**. 
Для оцінки ступеня ЕСН використовують електрокардіографічні (збільшення серцевого 

ритму, збільшення систолічного показника, зміщення електричної осі серця в бік лівограми, 
минущі патологічні зміни інтервалу ST і зубця Т з одночасним збільшенням зубця Q) 
і гемодинамічні показники (див. п.3.2). Крім того, ступінь ЕСН характеризують на підґрун­
ті даних макроскопічних (абсолютна, відносна маса серця, серцевий коефіцієнт (СК) -
(маса серця/маса тварини) • 100, наявність набряку, гідротораксу, асциту) і біохімічних (див. 
пп.4.1, 4.2) досліджень. 

5.2.2. Відтворення ЕСН шляхом створення дозованого надклапанного стенозу аорти у кролів 

Дозований стеноз аорти моделюють у кролів, наркотизованих барбамілом (60 мг/кг), шля­
хом затягування шовкової лігатури на шаблоні діаметром 2,4 мм, що відповідає зменшенню 
зовнішнього діаметру аорти у 2,5 раза***. 

Ознаки СН (п.5.2.1) розвиваються, як правило, через 6 тижнів після операції. Дана модель 
досить адекватно відтворює типові для застійної СН клінічні ознаки і регуляторні порушен­
ня, але, на жаль, характеризується високою смертністю тварин. 

5.2J. Експериментальний стеноз аорти у собак 

Методи створення коарктації аорти шляхом зменшення діаметру аорти або шляхом введен­
ня подразливих розчинів детально описані в монографії A.M. Хилькина і В.Я. Светлова «Мо­
делирование поражений сердца и сосудов». - М.: Медицина, 1979.- С. 259-267. 

5.2.4. Моделювання ЕСН шляхом створення мітральних вад 

Методики створення стенозу лівого атріо-вентрикулярного отвору і недостатності мораль­
ного клапана у собак в гострому і хронічному досліді докладно розглянуті в книзі «Модели­
рование заболеваний»/Под ред. СВ. Андреева.- М., 1973.- С. 223 - 227. Величину стенозу або 
недостатності дозують за інтенсивністю змін тиску в лівому шлуночку і передсерді. 

До розвитку ЕСН призводять стенозування мітрального отвору, яке супроводжується під­
вищенням тиску в лівому передсерді понад 65 мм рт.ст., а також недостатність мітрального 
клапана ІІ-ПІ ступеня. При II ступені вади (стулки ушкоджені на 11-15% загальної площі) 
тиск у лівому передсерді підвищується в середньому на 275%, а Рлш знижується на 19%. Не­
достатність III ступеня розвивається при пошкодженні клапану на 16-25%. Тиск у правому 
передсерді підвищується більше ніж у 4 рази, а Рпш знижується в середньому на 23%. 

При формуванні вади II ступеня тривалість життя собак 11-30 діб. Більшість тварин з не­
достатністю клапану III ступеня гине в 1 добу після операції. 

* Див. Коган А.Х.//Бюлл. эксперим. биол. - 1961.- Т.45, №1.- С 112. 
** Див. Lecarpentier Y., Martin J.L. Gastineau et al.//Am. J. Physiol- 1982.- V.242, №5.- P. 855-861. 
*** Див. Дугин С.Ф., Городецкая Е.А.//Кардиол.- 1984- Т.24, №7.- С. 102-104. 
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5.2.5. Відтворення гострої лівошлуночкової недостатності у собак 

шляхом послідовного перев'язування лівої низхідної і лівої 
обгинаючої коронарної артерії* 

5.2.6. Моделювання хронічного легеневого серця (ХЛС) 

З метою відтворення хронічного легеневого серця в експерименті на собаках моделюють 
хронічну пневмонію на основі емболізації судин малого кола.** 

Одночасно до патогенетичного процесу залучаються паренхіма легенів, бронхо-легеневий 
апарат, що супроводжується імунологічною перебудовою організму з участю автоімунного 
механізму ушкодження легеневої тканини на пізніх етапах формування пневмонії. 

При ХЛС відмічаються зниження скоротливої активності міокарда, зменшення інтенсив­
ності ліастолічного розслаблення, стійке підвищення тиску в малому колі кровообігу (через 
6 міс від моменту відтворення хронічної пневмонії), а також морфологічні ознаки деструктив­
но-дистрофічного процесу в міокарді. 

Враховуючи складність і трудомісткість моделювання, дослідження фармакодинаміки кар­
діотонічних сполук за умов ЕСН повинно проводитися комплексно. Разом з вивченням гемо-
динамічних ефектів досліджуваної" речовини (див. ии.3.1, 3.2), слід прагнути отримати макси­
мальну інформацію про її вплив на метаболізм серцевого м'яза (див. ип.4.1, 4.2). 

Крім того, ізольовані препарати міокарда тварин із серцево-судинною недостатністю мо­
жуть бути використані для з'ясування механізмів позитивної дії досліджуваних сполук. 

6. Вивчення інших видів активності, важливих для виявлення 
кардіотонічної дії досліджуваних сполук 

Необхідними при вивченні потенційних кардіотонічних сполук є дослідження з виявлення 
їх аптиаритмічних властивостей, вивчення впливу на об'ємну швидкість коронарного крово­
току, на показники кислотно-лужної рівноваги, а також обмін води та електролітів. 

При цьому використовують загальноприйняті методи. Зокрема антиаритмічні властивості 
повинні бути вивчені на одній з моделей ЕСН, вплив на коронарний кровоток - за методом 
електромагнітної або ультразвукової флоуметрії як на інтактних тваринах, так і на тваринах з 
ЕСН. Показники кислотно-лужної рівноваги міокарда визначаються за методом мікро-Ас-
труп або за допомогою газоаналізаторів. При цьому досліджується кров, яка надходить до сер­
ця і відтікає від нього. 

* Див. Jentzer J.H., Lejemtcl Т.Н. et al.//Am. J. Cardiol.- 1981. - V.48, №1.- P. 75-83. 
** Модель розроблена в НДЛЦ Національною медичного університету під керівшщгвом професора 
С.Б.Фраіщузової (А.С. №826401 від 04.01.81 і А.С. №875443 від 22.06.81). У зв'язку з тривалістю пері­
оду створення моделі ХНЗЛ для вивчення кардіотонічних сполук вона застосовується лише на заключ­
ному етапі доклінічних досліджень або при цілеспрямованому вивченні засобів, призначених для ліку­
вання иравошлуночкової недостатності. 
. . _______________ . , _ ^ 
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ДОДАТКИ 
Додаток і 

Програма вивчення хімічних сполук з метою виявлення речовин з кардіотонічною дією 
А. Скринінг і первинна оцінка 
1. Виявлення речовин, які мають позитивну інотропну дію на препарати серцевого м'язу 

теплокровних тварин. 
Ефективними вважаються сполуки, які збільшують максимальне напруження, що розвива­

ється (Тмакс), максимальну швидкість скорочень (+Т'макс) та/або максимальну швидкість 
розслаблення (-Т'макс) більше ніж на 20%. 

2. Визначення СЕ50 для Тмакс, + Т'макс та інших показників. 
3. Визначення вибірковості інотропної дії потенційних кардіотонічних сполук. 
Перспективними вважаються речовини, коефіцієнт селективності яких менший ніж 1. 
4. Визначення орієнтовної токсичності досліджуваних речовин експрес-методами в дослідах 

на мишах. Обчислення ДЛ50. 
Для вивчення на подальших етапах відбираються сполуки, які мають СЕ50 менше або біль­

ше, ніж «еталонні» кардіотоніки. 
Б. Вивчення впливу потенційних кардіотонічних сполук на скоротливу функцію міокарда і 

параметри гемодинаміки в дослідах in vivo: 
а) визначення сили скорочень шлуночків серця; 
б) визначення швидкості скорочень міокарда; 
в) визначення показників розслаблення серцевого м'язу; 
г) обчислення індексів скоротливості; 
д) визначення ХОК; 
є) визначення системного артеріального тиску; 
ж) визначення характеру ЕКГ; 
з) обчислення загального периферичного опору судин. 
Перспективним для подальшого вивчення с сполуки, які суттєво збільпіують тиск в порож­

нинах серця, максимальну швидкість наростання тиску в шлуночку, індекси скоротливості, 
які підвищують показники продуктивності серця, не змінюють (або незначно знижують) ар­
теріальний тиск, не викликають різкого хронотропного ефекту, знижують загальний перифе­
ричний опір судин. 

Отримані дані дозволяють з високим ступенем імовірності виявити речовини, які мають 
кардіотонічну дію і відібрати найбільш перспективні з них для подальшого доклінічного вив­
чення відповідно з вимогами Державного фармакологічного центру МОЗ України, а саме: 

- визначення показників токсичності на двох видах (в тому числі великих) лабораторних 
тварин за методом Літчфілда-Уїлкоксона; 

- вивчення впливу на енергетичні і пластичні процеси в міокарді; 
- вивчення впливу на коронарний кровотік і киснепостачания міокарда; 
- вивчення антиаритмічної активності; 
- вивчення загальнофармакологічних властивостей (вплив на дихальну, травну, нервову 

системи та систему крові). 

Додаток 2 
Програма експериментального вивчення речовин, запропонованих для клінічних дослід­

жень як кардіотонічні засоби (в обсязі, необхідному для подання матеріалів до Державно­
го фармакологічного центру МОЗ України). 

Для отримання дозволу на проведення клінічних досліджень нової кардіотонічної речовини 
у Державний фармакологічний центр МОЗ України (ДФЦ) в обов'язковому порядку повин­
ні бути представлені наступні матеріали: 

- дані про специфічну (кардіотонічну) активність препарату; 
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- відомості про нешкідливість (включаючи дані про тератогенні, ембріотоксичні і мутаген­
ні властивості); 

- дані, які підтверджують переваги запропонованого препарату над відомими кардіотоніками; 
- особливості впливу досліджуваної речовини на різні органи і системи; 
- основні параметри фармакокінетики; 
- необхідна нормативно-технічна документація на субстанцію і лікарські форми, а також їх 

зразки. 
Вивчення специфічної (кардіотонічної) активності запропонованої речовини передбачає: 
а) дослідження впливу на скоротливу активність міокарда і параметри гемодинаміки у ін­

тактних тварин: Рмакс, КДД, ёр/скмакс, індекс Верагута, хвилинний об'єм крові, ударний 
об'єм крові, загальний периферичний опір, системний артеріальний тиск, центральний веноз­
ний тиск (див. пп.3.1, 3.2); 

б) виявлення особливостей позитивного інотропного ефекту в дослідах на ізольованих пре­
паратах серцевого м'язу теплокровних (визначення СЕ50 для параметрів ізометричного скоро­
чення ізольованих смужок міокарда при адекватній і обмеженій оксигенації, а також при різ­
них частотах стимуляції - див. пп.2.1-2.4); 

в) вивчення впливу потенційних кардіотонічних сполук на найважливіші показники мета­
болізму міокарда. Слід визначити вплив досліджуваної речовини на вміст АТФ, АДФ, АМФ, 
КФ, Фн, глікогену, жирних кислот, пірувату, лактату (п.4.1). Отримані дані використовують 
для прогнозування ефективності і безпеки застосування досліджуваної речовини, а також для 
припущення про можливі механізми дії; 

d) вивчення гемодинамічних і метаболічних ефектів кардіотонічних сполук за умов експе­
риментальної серцевої недостатності (ЕСН). Гемодинамічні і метаболічні ефекти запропоно­
ваної речовини вивчають не менш ніж на 3-х моделях ЕНС (одна - in vitro, дві - in vivo, в то­
му числі одна - на великих лабораторних тваринах, наведених у пп.5.1, 5.2). 

Результати вивчення специфічної активності повинні бути проведені порівняно з еталон­
ними кардіотонічними засобами. Препаратом порівняння для нових кардіостероїдів є дігок-
син, для нестероїдних кардіотоніків - ізадрин, дофамін, мілрипон, сулмазол та ін. (залежно 
від хімічного класу та призначення досліджуваної сполуки). 

Дані про специфічну активність досліджуваного кардіотоніка доповнюються відомостями 
про інші види активності, важливі для виявлення його кардіотонічної дії: 

a) антиаритмічні властивості; 
b) вплив на обмін води і електролітів; 
c) показники кислотно-лужної рівноваги; 
d) вилив на гемостаз, реологічні властивості крові, систему фібринолізу. 
Ці дослідження проводять згідно із загальноприйнятими методиками, передбаченими ДФЦ. 
Вивчення нешкідливості, основних параметрів фармакокінетики, а також впливу речовин, 

рекомендованих для клінічних досліджень, на функції центральної нервової системи, шлун­
ково-кишкового тракту, органів дихання, систему крові і т.д. здійснюють згідно з вимогами 
ДФЦ. 

Нормативно-технічна документація на субстанцію і запропоновані лікарські форми також 
оформлюють згідно з останніми. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ АНТИАНГШАЛЬНИХ, 
ПРОТИІШЕМІЧНИХ, КАРДЮПРОТЕКТОРНИХ ЗАСОБІВ 

Горчакова Н.О., 
Чекман 1С, 

Соловйов А.І., 
Французова СБ., 

Мохорт М.А., 
Зупанець І.А., 

Гриневич О.Й., 
Ніженковська І.В., 

Кава Т.В., 
Серединська Н.М. 

Загальні положення 

Ішемічна хвороба серця (ІХС) - одна з найпоширеніших хвороб. Вона може бути характе­
ризована як патологічний процес у міокарді, в основі якого лежать порушення коронарного 
кровообігу атеросклеротичної або функціональної природи, які створюють умови для появи 
невідповідності між постачанням і потребою серця в кисні. Найбільш частою причиною ІХС 
с стеноз однієї з коронарних артерій або спазм її ділянки. Вирішення задачі спрямованої фар­
макологічної дії на згадані процеси утруднюється тим, що стеноз коронарної артерії - явище 
незворотне, а питання етіології і патогенезу порушення реактивності коронарних артерій 
(схильність до спазму) до цієї пори є предметом багатьох дискусій. Тому основні заходи при 
лікуванні ІХС спрямовані на усунення її проявів, в основі яких лежить невідповідність між 
постачанням і потребою серця в кисні. Найбільш ефективними підходами при цьому с поліп­
шення кровозабезпечення зони ішемії міокарда та зменшення потреби серця в кисні. Зараз у 
клініці с значна кількість препаратів, які впливають на ці фактори. 

Неадекватне забезпечення киснем певних ділянок міокарда не завжди супроводжується на­
падами стенокардії, а може проявлятися як безболісні епізоди ішемії. Тому для лікування хво­
рих ІХС необхідні як препарати антиангінальної дії, так і препарати нротиішемічної дії. Дос­
лідження останніх років показали, що ішемія і реперфузія (відновлення току крові) виклика­
ють «каскад» метаболічних реакцій з ушкодженням міокарда. Тому, разом з традиційними ан-
тиашїнальними засобами значну увагу приділяють міокардіальній цитопротекції (кардіопро-
текції), тобто захисту клітини серця від ішемії-перфузії. 

Серед иротиішемічних (антиангінальих) засобів головними залишаються нітрати, бета-ад-
реноблокатори, антагоністи кальцію. В терапії ІХС важливу роль відіграють активатори 
К-АТФ-чутливих каналів, антигіпоксанти, антиоксиданти, інгібітори ангіотензипперетворю-
ючого ферменту, антагоністи рецепторів ангіотензину II, статини, антагоністи ендотеліну, 
препарати, що впливають на рівновагу простациклін-тромбоксану, специфічні антибрадикіні-
нові засоби та ін. 

Основною групою препаратів для лікування ішемічної хвороби є лікарські засоби, які кла­
сифікують таким чином. 
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Розділ НІ 
І. Препарати, які знижують потребу міокарда в кисні і підвищують його доставку 
1. Нітрогліцерин, препарати нітрогліцерину пролонгованої дії - сустак, нітронг, триніг-

ролонг, нітро-мак, иітродсрм і нітрати тривалої дії - нітросорбіт (ізосорбіду динітрат, ізокет), 
мононіт, омкард (ізосорбіду-5-мононітрат) і т.ін. 

2. Коронароактивні препарати різного механізму дії - молсидомін, аміодарон та ін. 
3. Антагоністи кальцію - верапаміл (ізоитин, фіноптин), фепігідин (ніфедипін, адалат, ко-

ринфар), пікорандил, амлодипін, дилтіазем, сензит, форидон, мібефрадил та ін. 
II. Препарати, що знижують потребу міокарда в кисні 
Бета-адреноблокатори - анаприлін (пропранолол), корданум (талінолол), атенолол, ацебу-

толол (сектраль), надолол, метопролол, бісопролол, буциндолол, небіволол та ін. 
НІ. Препарати, що збільшують доставку кисню до міокарду 
1. Інгібітори аденозиндезамінази - дипіридамол (курантил). 
2. Інгібітори фосфодіестерази циклічних нуклеотидів - еуфілін, амінофілін, пентоксифілін 

(трентал, аганурии), папаверину гідрохлорид, но-шпа, карбокромен (інтенкордин) та ін. 
IV. Антиагреганти - кислота ацетилсаліцилова, пентоксифілін, дипіридамол, клопідогрел, 

аграстат та ін. 
V. Препарати, що підвищують резистентність міокарда до гіпоксії 
1. Енергозабезпечуючі препарати -- АТФ, АТФ-лонг, фосфокреатин (неотон), мілдронат, 

кислота глутамінова, аспаркам та ін. 
2. Електронакцептори - цитохром С, кислота аскорбінова, рибофлавін, убіхінон, еиергостим 

та ін. 
3. Антиоксиданти - токоферолу ацетат, дибунол, есенціале, ліпін, кратал, ербісол, спіруліна 

та ін. 
4. Аптигіиоксанти специфічної та неспецифічної дії. 
5. Анаболічні препарати: стероїдні - ретаболіл, неробол, нестероїдні - калію оротат, рибок­

син та ін. 
6. Цитопротектори - триметазидин. 
VI. Інші препарати, які використовуються для лікування стенокардії 
1. Антитиреоїдні препарати - мерказоліл. 
2. Аптибрадикіиіпові препарати - иармідип, алінідин. 
3. Препарати рефлекторної дії - валідол. 
4. Статний - ловастатин, симвастатии та ін. 
5. Інгібітори АҐІФ - каптоприл, еналаприл. 
6. Блокатори рецепторів ангіотеизипу II - лосартап. 
7. Антагоніст ендотеліну - бозентан. 
Поєднання аптиангінальної і антигіпоксичної дії свідчить про гарні перспективи застосу­

вання препарату як кардіопротекторного агента. 
Аналіз клінічних і експериментальних даних дозволяє визначити вимоги до нового антиап-

гіпального препарату для тривалого лікування ішемічної хвороби серця. Він повинен мати як 
мінімум одну з таких властивостей: 

1) зменшувати вживання серцем кисню; 
2) збільшувати швидкість коронарного кровообігу; 
3) не знижувати скоротливу активність міокарда і не викликати тахікардію. 
4) знижувати переднавантаження або післяпавантаження на серце (або вмикати обидва ме­

ханізми) без вираженої тахікардії та гіпотензії; 
5) мати антиадренергічний вплив; 
6) перерозподіляти кров у бік ішемізованої ділянки (не викликати синдром «обкрадання» і 

стимулювати розвиток коронарних колатералей). 
Вій також повинен: 
- не зменшувати розумову та фізичну активність, не викликати безсоння та зниження апетиту; 
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- поєднуватися з іншими препаратами; 
- не викликати звикання та синдрому відміни після припинення вживання препарату. 
При гострій ішемії міокарда спостерігаються напади стенокардії, під час яких відбувається 

зсув метаболізму в кардіоміоцитах у бік анаеробіозу, активується симпатична нервова систе­
ма та вивільнюється норадреналін. 

До препаратів, що куиірують гострий наступ стенокардії, висувають такі вимоги: 
1. Наявність кардіотропної (негативної інотропної) активності. 
2. Здатність знижувати тонус коронарних артерій та, відповідно, збільшувати коронарний 

кровотік. 
3. Відсутність тахіфілаксії. 
4. Зниження перед- і післянавантаження на міокард, покращання кровозабезиеченпя міо­

карда, тканин печінки, нирок. 
5. Відсутність супутніх порушень кровозабезпечення життєво важливих органів. 
Аналіз літературних даних та експериментальні досліди дозволили констатувати, що голов­

ними критеріями, які дозволяють визначити речовину як антиангінальну, є наявність нега­
тивного інотропного ефекту, зменшення об'єму кисню, що вживає міокард, та збільшення 
об'ємної швидкості коронарного кровообігу. 

1. Програма дослідження антиангінальних властивостей нових біологічно активних сполук 
На основі можливості реалізації первинного фармакологічного ефекту оцінка препаратів 

повинна бути проведена в два етапи. 
1ЕТАП 
Первинний відбір (скринінг) 
Головним завданням цього етапу є виявлення негативних інотролпих властивостей дослід­

жуваних сполук та оцінка їх впливу на кардіо- та гемодинаміку за допомогою методів реєстра­
ції показників скоротливості міокарда та судинного тонусу. 

2 ЕТАП 
Оцінка антиангінальних препаратів, вивчення иротиішемічних властивостей препаратів па 

моделях хронічної та гострої ішемії міокарда. 
3 ЕТАП 
Поглиблене вивчення механізмів антиангінального та антиішемічного ефектів речовини на 

моделях в дослідах in vitro та in vivo та встановлення можливостей механізмів специфічного 
ефекта. 

1. Скринінг потенціальних антиангінальних засобів 

1.1. Вплив на скоротливу активність ізольованих препаратів міокарда 
та коронарних артерій теплокровних 

В дослідах можуть бути використані ізольовані папілярні м'язи правого шлуночка мурчака та 
обох шлуночків серця кролів, кішок та щурів. У тварин під наркозом (уретан, хлоралоза) вилу­
чають серце, фіксують в ванночці з охолодженим до 20°С поживним розчином, що аерується, 
виділяють папілярні м'язи діаметром по можливості не більше 1 мм та фіксують їх у перфузій-
ній камері; використовуючи для препаратів сердець щурів розчин Кребса, мурчаків - розчин 
Тіроде. 

Препарати стимулюють прямокутними імпульсами довжиною 3-5 мс та амплітудою, що 
на 10-12% перевищує порогову. Частота стимуляції визначається типом смужки міокарда, 
видом тварин та індивідуальними властивостями досліджуваного препарату та може зміню­
ватись в межах 0.2-4ҐЦ. Оцінку впливу досліджуваної сполуки на ізольовані препарати сер-
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Розділ III 

цевого м'яза, який скорочується в ізометричному режимі, проводять за такими параметра­
ми: 

F макс - максимальна сила, що розвивається, 
dF/dt+ - швидкість скорочення, що розвивається, 
dF/dt - швидкість розслаблення, що розвивається, 
ЧДМ - час досягнення максимальної сили скорочення, 
ЧР - час розслаблення 
Скоротлива активність смужок міокарда або папілярних м'язів реєструється або в ізомет­

ричному, або в ізотонічному режимах. Вибір режиму скорочення визначається виходячи з зав­
дання дослідження. 

При вивченні кардіотропної (негативної інотропної) активності визначають ОДГ)0 - дозу 
при якій величина негативного інотроиного ефекту 50% від максимальної. 

Реєстрація активності скорочення спіральних смужок або кілець ізольованих коронарних 
артерій свиней або собак виконується, як правило, в ізометричному режимі (за виключенням 
тих випадків, коли необхідно зареєструвати зміни довжини м'яза в ізотонічних умовах при 
постійній, заздалегідь заданій силі). Детально досліди з гладенькими м'язами та методи інтер­
претації отриманих результатів описані в книзі Р.Блатнера «Експерименти на ізольованих 
препаратах гладеньких м'язів» (М.: Мир, 1983). 

Прикладом є протокол досліду з вивчення препарату, з потенційними властивостями анта­
гоніста кальцію. Ізольований препарат гладенького м'яза, який інгібується в безкальцієвому 
буферному розчині, і на який впливає гіперкалієвий розчин (60 мМ КС1). Потім в розчин до­
дають 20 мкг/мл СаС12 та записують скорочення препаратів до фази плато. Якщо досліджува­
на субстанція зменшує величину ізометричної напруги, яку розвиває гладенький м'яз, на 50%, 
то можна вважати, що ця речовина має Ca2t-антагоністичну властивість. 

Для порівняння вкажемо, що ніфедипін проявляє такий ефект у концентрації 0,001 мкг/мл, 
вераиаміл - 0,01 мкг/мл, цинаризин ~ 1 мкг/мл, дилтіазем •- 0,01 мкг/мл. 

Окремо треба зупинитись на вивченні можливого впливу досліджуваних препаратів на єн-
дотелій-залежні судинні реакції коронарних артерій. Відомо, що ще у 1867 p. T.L.Brunton 
вперше застосував амілнітрит для лікування грудної жаби. Але клітинні механізми дії нітра­
тів лишалися незрозумілими до 1970 p., коли було встановлено, що їх ефект обумовлений ак­
тивацією розчинної гуанілатциклази та зростанням концентрації цГМФ у міоплазмі гладень­
ких клітин. У 1980 p. Furchgott та Zawadzki встановили, що розслаблення гладеньких судин­
них м'язів під впливом ацетилхоліну є ендотелій-залежним і визначається звільненням ендо-
теліоцитами розчинної, легко дифундуючої субстанції, яка була названа ними ендотеліальним 
фактором розслаблення (ЕФР); а у 1987 p. Palmer, Ferrige та Moncada ідентифікували ЕФР 
як оксид азоту (NO). 

Хоча механізми дії нітровазодилататорів, органічних нітратів та сиднонімінів помітно від­
різняються, але загальний принцип їх вазоактивного ефекту заснований на звільненні NO з їх 
молекули. 

Спроба знайти нові вазоактивні препарати, які впливають на синтез та/або звільнення NO 
ендотеліоцитами, є однією з найактуальніших задач сучасної фармакології серцево-судинної 
системи. 

Для вивчення ендотелій-залежних судинних реакцій виділення ізольованих кілець або спі­
ральних смужок коронарних артерій експериментальних тварин (кролі, собаки, свині) здій­
снюється з максимальною сумлінністю, аби уникнути механічних ушкоджень ендотеліально-
го вистилу судини. Потім попередньо активовані норадреналіном або простагландином F2a 
судинні препарати піддають виливові одного з відомих ендотелій-залежних вазодилататорів 
(ацетилхолін, АТР, кальцієвий іонофор А23187 та ін.). Амплітуда ендотелій-залежного роз­
слаблення у інтактних препаратів має становити не менше 40-60% від значення амплітуди 
скорочення, викликаного норадреналіном або простагландином F2a. Після механічного або 
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хімічного (сапонін, колагеназа) видалення ендотелію розслаблення у відповідь на сндотелій-
залежні дилататори не відновлюється, і часто реєструється скорочення, яке є результатом 
прямого впливу препарату на гладенькі м'язи судин. 

Об'єктом досліджень є сегменти верхньої частини обгинаючої та низхідної епікардіальних 
коронарних артерій, виділених із серця дорослих статевозрілих свиней. Реєстрація скорот­
ливої активності м'язових сегментів здійснюється в ізометричному режимі. Перфузію препа­
ратів проводять термостатованим (36 ~37°С) стандартним розчином Кребса. Оскільки судин­
ним препаратам у вихідному стані притаманний слабко виражений базальний тонус, дослід­
ження дилататорпих реакцій проводять на тлі попереднього скорочення гладеньком'язових 
клітин хлористим калієм у концентрації 60 ммоль. Даний рівень тонусу приймають за вихід­
ний, і всі судинні реакції вимірюють щодо цього рівня. Досліджувані речовини - оксид азоту, 
блокатор NO-синтази (NOS) N-HiTpo-L-аргїнін (NNA), нітрогліцерин (НГ), нітронрусид нат­
рію (НП) та SIN-1 (Sjgma) додаються у субмаксимальній фізіологічній концентрації 10 
ммоль/л безпосередньо у робочу камеру об'ємом 0,5 мл, що дозволяє здійснювати зміну роз­
чинів у камері протягом 2-3 с Обрана концентрація N0 відповідає його фізіологічному рів­
ню (8 мкмоль/л). Базовий розчин N0 (2 ммоль) готують додаванням до 20 мл заздалегідь 
підготовленої (пропускання протягом 2 год газоподібного аргону) бідистильованої води 5 мл 
газоподібного NO. Зниження ступеня оксигенації буферного розчину здійснюється пропус­
канням через нього газоподібного азоту. При цьому тиск кисню (р02) знижується протягом 
З хв зі 147 до 5-7 мм рт.ст. 

Гіпоксія призводить до розвитку повільного скорочення гладеньких м'язів (ГМ) коронар­
них судин. Амплітуда його на 20-й хвилині гіпоксичного виливу досягає 37,1±3,9%. Додаван­
ня до нормального буферного розчину NNA (10 моль/л) призводить до розвитку ідентичної 
констрикції судинних ГМ. Амплітуда цієї реакції на 20-й хвилині впливу становить 
33,13±3,26% вихідного тонусу, що вірогідно не відрізняється від амплітуди констрикторної 
реакції ГМ на гіпоксію, схожою була і динаміка розвитку. Додавання NNA до буферного роз­
чину з низьким р02 не призводить до можливих змін судинного тонусу аж до 20 хв дії. Попе­
редня блокада NOS різко змінює реакцію коронарних артерій на гіпоксію: скорочення не 
тільки повністю відсутнє, але також спостерігається розслаблення ГМ, що повільно розвива­
ється. Сегменти судин з видаленим ендотелієм або не відповідають на гіпоксію, або реагують 
незначним скороченням. Аутентичний монооксид азоту та його донори (НГ, НП, SIN-1) у 
концентрації 10 ммоль/л спричинюють розслаблення кільцевих сегментів коронарних арте­
рій свині як у нормі, так і за умов гіпоксії. Зниження ступеня оксигенації буферного розчи­
ну призводить до вірогідного збільшення дилататорниих реакцій порівняно з нормою для: 
NO - на 44,0±9,4%, НГ - на 114,5±3,0%, SIN-1 - на 82,3±5,9%, НІІ - на 43,0±6,6%. Поперед­
нє додавання до буферного розчину NNA призводило до аналогічного вірогідного зростання 
амплітуди розслаблення ГМ на вплив NO та його донаторів порівняно з нормою па: NO -
51,9±7,9%, НГ - 105,6+2,9%, SIN-1 - 88,5+5,7%, НП - 49,9±5,2%. Отримані дані свідчать про 
те, що ендотелій коронарних артерій свині чутливий до змін ступеня оксигенації довкілля і 
бере участь у формуванні скоротливої реакції судинної стінки на гіпоксію. Оскільки реакції 
на гіпоксію та на додавання у розчин NNA схожі за величиною та динамікою розвитку, то 
можна припустити, що в їх основі лежить один і той самий процес - блокада NOS. Підтвер­
дженням цього є той факт, що на тлі гіпоксії введення NNA не спричиняє констрикції сегмен­
тів коронарних артерій свині. 

Аналогічна схема експерименту може бути використана і для пошуку нових вазоактивних 
препаратів з ендотелій-залежним механізмом дії. Можливо, що сам по собі, той чи інший за­
сіб може і не викликати ендотелій-залежне розслаблення гладеньких м'язів судин, бо якщо до­
бавити до відомого ендотелій-залежного вазодилататора, може потенціювати його ефект. Тре­
ба мати на увазі, що відсутність ендотелій-залежного дилататорного ефекту у препарату в дос­
лідах на гладеньких м'язах судин здорової тварини ще не є свідченням безперспективності йо-
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го застосування як ендотелій-залежного судинного агента. Можливо, що такий ефект буде 
знайдено при застосуванні судин, отриманих від тварин з тією або іншою судинною патологі­
єю (експериментальний інфаркт міокарда), тварин з непередбачуваною (генетично детермі­
нованою або викликаною) гіпертензією та ін. 

1.2. Методи оцінки впливу антиангінальних засобів на кардіо- та гемодинаміку 

Для того щоб оцінити вплив препаратів на скоротливу активність міокарда щурів, кішок, со­
бак вивчають динаміку тиску в порожнині серця (Р) у часі. Інотропний ефект препарату мож­
на оцінити, розрахувавши величину +dP/dtmax (максимальна швидкість наростання тиску в 
шлунку) а потім, розділивши її на величину тиску, що розвивається (Рр), можна отримати не­
залежний від пред- та постнавантаження індекс скорочення (індекс Верагута) (с '). Важливо 
вивчити вплив речовин і на процес розслаблення, тобто визначити -dP/dLmax ( максимальна 
швидкість зниження тиску в шлунку) та індекс розслаблення: 

dp/dtMaKC 
Рр 

Доцільним є оцінити вплив речовин на функцію кожного шлунка окремо і на тиск в легеневій 
артерії, а також легенево-артеріальний та загальний легеневий опір (ЛАО і ЗЛО, відповідно). 

Дійсними критеріями оцінки є також ХОК (визначення за методом термодилюції або 
тетраполярної імпульсної реоплетизмографії) та інші показники гемодинаміки (УОК, 
РІЛШ, РУІЛШ, СІ, СиІ, Д, ЗПО). Передусім треба звернути увагу на величину CAT, ХОК, 
ЧСС. 

1.3. Додаткові методи скринінгу 

Реєструючи у кішок відтік крові з коронарного синуса та одночасно визначаючи зміст в ньо­
му оксигемоглобіну, можна виділити препарат, який зменшує використання серцем кисню. 
Важливо, щоб препарат збільшував вміст оксигемоглобіну або р02 у венозній крові коронар­
ного синуса. Якщо при цьому об'ємна швидкість коронарного кровообігу не збільшується, а 
навіть зменшується, препарат можна вважати перспективним. У випадку, коли препарат од­
ночасно збільшує і утримання оксигемоглобіну в крові коронарного синуса, і коронарний кро­
вообіг, необхідно тюрівняти ступінь збільшення поглинання серцем кисню з об'ємною швид­
кістю коронарного кровообігу. 

Принцип вимірювання кількості крові, що відтікає від коронарного синуса кішки, такий. У 
гострому експерименті у наркотизованих кішок при штучному диханні розсікають грудну 
клітку у 5-6 лівому міжребер'ї. Далі видаляють ділянки 5-6 ребер довжиною 1,5- 2 см та роз­
сікають перикард. На праве вушко накладається кисетний шов. У центрі ділянки серцевого 
вушка, обмеженої швом, роблять розріз, через який вводять поліетиленовий катетер, заповне­
ний розчином гепарину. Кисетний шов стягують, після чого катетер проводять з вушка у по­
чаток коронарного синуса і вводять тварині гепарин (1000 - 15000 ОД/кг). Катетер поєдну­
ють з датчиком електромагнітного витратоміра, що дозволяє зареєструвати об'ємну швидкість 
кровообігу. 

Для реєстрації фазного коронарного кровообігу у собак сонну артерію поєднують з обгина­
ючою або передньою низхідною гілкою лівої коронарної артерії через проточний датчик елек­
тромагнітного витратоміра крові. Бажаною є синхронна реєстрація внутрішньосудишюго тис­
ку. Перспективною також вважають речовину, що збільшує вміст оксигемоглобіну (напруги 
кисню) у крові коронарного синуса. При цьому об'ємна швидкість кровообігу підвищується 
або зменшується. Важливо, щоб при підвищенні коронарного кровообігу поглинання серцем 
кисню зменшувалося або не змінювалося. Воно може підвищуватися, але в значно меншому 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
ступені, ніж при цьому підвищується коронарний кровообіг. При зменшенні коронарного кро­
вообігу під впливом досліджуваної речовини поглинання серцем кисню повинно зменшувати­
ся в більшому ступені ніж коронарний кровообіг. 

2. Вивчення протиішемічного впливу антиангінальних засобів на моделях 
гострої і хронічної ішемії міокарда 

2.1. Модель гострої ішемії міокарда, яку викликають тимчасовою оклюзіею 
передньої низхідної гілки лівої коронарної артерії протягом 5-20 хв 

з поступовою реперфузіею у дослідах на кішках та собаках 

Висновок щодо иротиішемічної дію фармакологічної речовини роблять за зниженням се­
редньої величини підйому сегмента ST на множинні відведення епікардіальної електрограми. 
Засіб з можливою нротиішемічною (антиангінальною) дією буде знижувати середню величи­
ну підйому сегмента ST на електрограмі. Оцінку протиішсмічної дії можна проводити шляхом 
реєстрації регіональної скоротливої функції міокарда під час оклюзії та реперфузії коронар­
ної артерії за допомогою тензіорезисторів або ультразвукових кристалів. Речовина з протиі-
шемічною дією зменшує скоротливість, що її викликає ішемія, та/або поліпшує її відновлен­
ня під час реперфузії. У цих експериментах також вивчають вплив речовин на підвищення 
вмісту калію і лактату в крові коронарного синуса, що викликають ішемію. 

2.2. Модель Angina pectoris 
(L.Szeheres et ah, 1976; модифікація Н.В.Каверіної та ін., 1980) 

У собак за умов загальної анестезії при штучному диханні розсікають грудну клітку у 4 між-
ребер'ї зліва. Спеціальним затиском зменшують просвіт лівої низхідної коронарної артерії, од­
ночасно серцю надають штучний ритм, який на 70-80 уд./хв перевищує вихідний, надання 
штучного ритму здійснюють шляхом електричної стимуляції правого вушка серця за допомо­
гою платинових електродів. При стимуляції протягом 3-5 хв у міокарді створюється ділянка 
ішемії, яка реєструється у кількох епікардіальних відведеннях електрокардіограми. Експери­
мент проводять так, що ні зменшення просвіту лівої низхідної коронарної артерії, ні нав'язу­
вання штучного ритму само по собі не викликають ішемічних змін у міокарді. Лише обидва 
фактори разом призводять до підйому сегмента ST в епікардіальних відгалуженнях електрог­
рами. Існує чітка кореляція між величиною підйому сегмента ST на епікардіальній електро­
кардіограмі та ступенем зменшення внутрішпьокардіального р02, виснаженням макроергіч-
них фосфатів, а також зниженням активності креатинфосфокінази у міокарді. 

2.3. Модель більш тяжкої ішемії 

Відтворюють ішемію на наркотизованих собаках, у яких одночасно зі стенозом передньої 
низхідної гілки лівої коронарної артерії відтворюють оклюзію обгинаючої гілки лівої коро­
нарної артерії, а при нав'язуванні високого ритму скорочення серця реєструють енікардіальну 
електрокардіограму та/або регіональну скоротливу функцію міокарда в басейні, що забезпе­
чується передньою гілкою лівої коронарної артерії. 

2.4. Модифікація моделі гострої ішемії міокарда 

На ненаркотизованих собаках або свинях зі стенозом коронарної артерії ішемію викликають 
за допомогою бігу на тредбані. Про протиішемічну дію речовини судять за зниженням підйо­
му сегмента ST на ЕКГ та попередженням пригнічення регіональної скоротливої функції. 
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2.5. Модель ішемії на підставі закислення середовища у тканинах 

У дослідах на собаках відтворюють стеноз передньої низхідної гілки лівої коронарної арте­
рії. При зменшенні коронарного кровообігу в вінцевій артерії на 50-70%, що контролюють за 
допомогою електромагнітного або ультразвукового вимірювання току крові, рН у ділянці 
ішемії зменшується з 7,5 до 6,8-6,9. Речовину, що вивчають, вводять через ЗО хв після відтво­
рення стенозу. Про протиішемічну дію судять за закисленням середовища. 

2.6. Модель тривалої оклюзії 

На наркотизованих котах або собаках відтворюють тривалу (20-40 хв) оклюзію передньої 
низхідної гілки лівої коронарної артерії з наступною ренерфузією. Протиішемічну дію визна­
чають на підставі підтримки показників гемодинаміки та діяльності серця порівняно з кон­
трольною серією дослідів. Наприкінці періоду реперфузії досліджують вплив речовин на вис­
наження макроергічних фосфатів у вогнищі ішемії. 

2.7. Модель тривалої ішемії з визначенням коефіцієнту 
лінійної регресії 

Після 60-хвилинної оклюзії передньої низхідної гілки лівої коронарної артерії через певні 
інтервали часу беруть проби крові з вінцевого синуса або з вени, безпосередньо дренуючої вог­
нище ішемії. У крові найчастіше за ензиматичним методом визначають лактат і піруват, виз­
начаючи їх співвідношення. Про протиішемічну дію судять за швидкістю наростання цього 
співвідношення, що визначається методом регресійного аналізу. Речовина, що захищає міо­
кард від ішемічного ушкодження, буде зменшувати коефіцієнт лінійної регресії порівняно з 
контрольною групою тварин. 

2.8. Модель коронароспазма (щури, коти, собаки) 

Можливе введення препаратів, що викликають спазм коронарних артерій (метахолін, дигід-
роерготамін), ендотелін (шлях залежить від речовини)). За цих умов на ЕКГ у стандартних 
відведеннях або епікардіальній електрограмі (коти) визначається значний підйом сегменту 
ST. Речовина, що .мас протиішемічну дію, буде зменшувати або попереджати зміни ЕКГ. 

2.9. Пітуїтриновий (вазопресиновий) коронароспазм 

Відтворюється в експериментах на котах, кролях (0,5-1 ОД вазопресину або 1 2 ОД пітуїт-
рипу внутрішньовенно) з реєстрацією швидкості коронарного кровотоку. Можливе також 
відтворення в експериментах на щурах (1 ОД виутрішньоочеревинно) під контролем електро­
кардіограми. Коронароспазм розвивається через 1-1,5 хв та продовжується 15-20 хвилин. 

2.10. Модель коронарного мікротромбозу 

Наркотизованим котам через катетер, введений у вушко лівого передсердя, іпфузією постій­
но вводять АДФ. Тромбоз викликає значний підйом сегмента ST. Засіб, що має протиішеміч­
ну дію, зменшує або попереджає зміни ЕКГ. 

2.11. Модель експериментального кардіосклерозу 

У дослідах на щурах для емболізації коронарних судин застосовують пластикові 15 мкм мік-
росфери, що вводять у порожнину лівого шлуночка під час оклюзії висхідної аорти. За копт-
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роль слугують псевдооперовані щури. Застосовують також мікросфери, мічені ізотопами, про 
негативний інотропний ефект судять за змінами сегмента ST. Оцінюють вплив на об'ємну 
швидкість кровообігу, ультразвукову та електромагнітну флоуметрію, крапельні вимірювате-
лівенозного відтоку. 

2.12. Ушкодження серця, викликане частковою подовженою 
коронарною оклюзіею (Т.В. Морозова, 1986) 

В експериментах на кролях здійснюють часткову, дозовану, що збільшується у міру компен­
сації ішемії, тимчасову оклюзію низхідної гілки обгинаючої коронарної артерії, використову­
ючи варіант оклюдера з гвинтом. На ЕКГ встановлені ознаки ішемії міокарда - гігантський зу­
бець Т , зсув сегмента ST нижче ізолінії. Для підтримання ішемії міокарда на пороговому рів­
ні знов і знов повільно збільшують ступінь звуження коронарної артерії, зберігаючи ознаки 
слабкої ішемії міокарда, але не допускаючи появи підйому сегмента ST - ознаки сильної 
ішемії. 

2.13. Кальцієві (ізадринові) некрози міокарда 

Кальцієві некрози міокарда викликають у щурів породи Вістар масою 150-200 г підшкірним 
введенням ізонротеренолу у дозі ЗО мг/кг. Тварин декапітують через 1-6 год після ін'єкції, об­
робляють та досліджують папілярні м'язи лівих або правих шлуночків серця. 

Ізадринове ушкодження міокарда щурів викликають також підшкірним введенням ізадрину 
в дозі 100 мг/кг з інтервалом 24 години, а також внутрішньом'язовим введенням ізадрину в 
дозі 60 мг/кг протягом 4 діб. Визначають розмір зони некрозу, показники перекисного окис­
лення ліпідів (МДА, дієнові кон'югати, шифові основи), антиоксидантного захисту (актив­
ність супероксиддиемутази, каталази, рівень відновного глутатіону, глутатіонпероксидази, 
церулоплазміну). Ізадриновий міокардит викликають також у котів при внутрішньовенному 
введенні ізадрину в дозі 100 мг/кг. 

2.14. Модель ушкодження міокарда при стресі 

Стресорні ушкодження міокарда у щурів викликають 3-годинним іммобілізаційним стресом 
при попередньому 24-годишюму голодуванні. Визначають показники перекисного окислення 
ліпідів, антиоксидантного захисту, проводять електронну мікроскопію міокарда. 

2.15. Інші методи дослідження антиішемічної активності 

Ці експерименти проводять на моделях оклюзії передньої гілки низхідної коронарної артерії 
в середній її третині у собак та кролів (інфаркт міокарда) (Г.В. Ковальов та ін., 1983), у щурів 
на рівні нижнього краю вушка передсердя; мікротромбозу коронарних артерій (Г.В. Ковальов 
та ін., 1986). Процеси термінової компенсації функції серцевого м'яза можна дослідити за до­
помогою навантажувальних тестів: навантажування об'ємом (А.П. Савченко та ін., 1988; J. 
Hartlikainen, 1989); проби на адренореактивність (Ф.З. Меерсон,1981), різні моделі стресу. 

3. Вивчення впливу потенційних антиангінальних сполук 
на метаболізм міокарда 

Дисбаланс між доставкою та потребами серця в кисні при коронарній недостатності призво­
дять до тяжких метаболічних порушень в міокарді, які в свою чергу можуть бути пусковими 
механізмами патологічних процесів, що супроводжують ІХС (серцева недостатність, 
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аритмія). Тому зміни основних показників енергетичного обміну міокарда під впливом дос­
ліджуваних речовин є важливою характеристикою стану серцевого м'яза. Для виявлення їх бі­
ологічних механізмів дії можуть бути використані: 

- вміст макроергічних фосфатів (АТФ, АДФ, АМФ, КФ) та Фн, активність креатинфосфо-
кінази, які визначають енергетичний потенціал клітки і дозволяють зробити висновок щодо 
спрямування дії досліджуваних речовин на їх синтез або утилізацію, а також оцінити ступінь 
ацидозу - [Н+] - [АТФ] [Ф„]/[КФ] [АДФ]; 

- вивчення впливу досліджуваних препаратів на стан субстратів окислення (глікоген, жир­
ні кислоти), їх метаболітів (лактат, малат, піруват) та активність ключових ферментів (МДГ, 
ЛДГ, СДГ, ЦСО, цитохромів та ін., що беруть участь в аеробному та анаеробному окисленні в 
міокарді та інтенсивності транспорту енергії від місць виникнення до місць використання; 

- враховуючи, що зворотність ішемічних ушкоджень у міокарді багато в чому визначаєть­
ся станом системи перекисного окислення ліпідів у останньому, необхідним є також вивчен­
ня показників, що характеризують зазначену систему (вміст дієнових кон'югатів, малоново­
го діальдегіду, активність пероксидази, супероксиддисмутази, каталази, ліпідограму основ та 
ін.). 

При виконанні робіт, спрямованих на виявлення механізмів метаболічних ефектів дослід­
жуваних речовин, можливе використання додаткових методів дослідження (визначення скла­
ду субстратів і активності окремих ферментів гліколізу та циклу трикарбонових кислот, рів­
ня нікотинамідних коферментів, активності ключових АТФ-аз та протеїназ. 

4. Оцінка протигіпоксичного захисту міокарда 

Оцінка протигіпоксичного захисту міокарда проводиться через встановлення впливу засобу 
на швидкість коронарного кровообігу та прямого впливу на метаболізм клітини, в тому числі 
енергетичний. 

Для аналізу участі біохімічних систем в адаптації міокарда та гіпоксії можуть бути викорис­
тані такі моделі. 

4.1. Гемічна гіпоксія 

Гемічну гіпоксію відтворюють підшкірним введенням щурам натрію нітрату 50 мг/кг 
(Н.Ф. Іваницька, 1976). Через 70 хв від моменту введення у міокарді щурів визначають низку 
біохімічних показників, які характеризують енергетичний обмін (вміст нікотинамідних ко­
ферментів, аденілових нуклеотидів, креатинфосфату; активність сукцинат-, малат-, лактатде-
гідрогеназ, цитохром-С-оксидази). 

Для прикладу зазначимо, що вміст окислених форм НАД при гемічиій гіпоксії зменшується 
у середньому на 26%, відношення окислених форм НАД до відновлених форм - на 43%. Рі­
вень АТФ зменшується на 42%, відношення АТФ/АДФ - на 30%. Вміст аденілових нуклео­
тидів у цілому зменшується в середньому на 28%, вміст креатинфосфату - на 28%. Активність 
креатинфосфокінази знижується на 22%, малатдегідрогепази - на 21%. Одночасно на 31% під­
вищується вміст відновлених форм НАД і на 25% у середньому збільшується активність лак-
татд егі д ро генази. 

Препарат, який мас антигіпоксичну активність, повинен мати можливість нормалізувати, як 
мінімум, один з вказаних показників енергетичного обміну не менше, ніж на 50%. 

4.2. Гіпоксична гіпоксія 

Моделювання включає «підйом» у барокамері на висоту 8000 м при 2-годииній експозиції. 
У міокарді також визначають показники енергетичного обміну. 
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4.3. Гіпоксичний вплив на ізольоване серце щурів 

За 1 год до досліду щурам вводять розчин гепарину з розрахунку 2 мг/100 г. Тварин декані-
тують. Ізольовані серця щурів перфузують за методом Лангендорфа розчином Кребса-
Хенссляйта (рН 7,4, t=37°C), оксигенованим за допомогою суміші 95%02+5%С02. При цьому 
вимірюють ЧСС та їх силу за допомогою механоелектричних перетворювачів. Підраховують 
величину «зовнішньої роботи», яку здійснює серце за одиницю часу в ізотонічному режимі 
скорочень, і яка дорівнює добутку сили на переміщення і на частоту скорочень. Швидкість 
засвоєння кисню (V02) ізольованим серцем визначають за допомогою полярографічного ме­
тода. Як кисневий датчик використовують мембранний електрод Кларка. Вимірювання у по­
точній полярографічній комірці об'ємом 1-1,5 CM3. V02 розраховують за різницею вмісту кис­
ню у перфузаті, що притікає та відтікає від серця. Бажаним є моделювання гіпоксичного ста­
ну середньої тяжкості (50% 0 2 щодо норми-). Можна припинити подання перфузійного розчи­
ну на 45 хв. Можна моделювати окислювальний стрес за допомогою 20-хвилшшої нерфузії 
ізольованого серця розчином Кребса-Хенселяйта, що містить FeS04 (0,2 ммоль/л) та кислоту 
аскорбінову (0,5 ммоль/л). 

4.4. Гіпоксичний вплив на ізольовані препарати міокарда 

Гіпоксію моделюють на ізольованих передсердях, папілярних м'язах щурів та мурчаків. За 
умов обмеження кисню (50% 02) проводять реєстрацію основних параметрів скоротливої ак­
тивності (див. вище). На ізольованих препаратах правого передсердя кроля, які мають зону 
синусового вузла, вушко правого передсердя, атріовентрикулярнии вузол та пучок Гіса 
включно до фіброзного кільця, моделюють гіпоксію та ішемію видаленням з перфузійного 
розчину глюкози. При цьому, крім скоротливої активності, реєструють також потенціали дії 
синусового вузла, передсердя, атріовентрикулярного вузла та пучка Пса за допомогою елек-
тродів-липучок або відведень локальних електрограм. 

5. Кардіопротекторний ефект антиангінальних засобів 

Антиангінальні засоби покращують стан коронарного кровообігу та кровопостачання міо­
карда. Вони можуть мати й кардіопротекторний ефект. 

У зв'язку з широким застосуванням у практиці методів внутрішньокоронарного тромболізи-
су, реканалізації склерозованих вінцевих артерій збільшується небезпека реперфузійних уш­
коджень міокарда. Захист від структурних метаболічних та функціональних змін серцевого 
м'яза, що виникає внаслідок ішемії та реперфузії, може стати одним з важливих критеріїв 
оцінки антиангінального ти кардіоиротекторного ефектів. 

Для оцінки цих властивостей досліджуваних сполук можуть бути запропоновані різні кри­
терії: морфологічні, біохімічні та функціональні. Дозоване обмеження коронарного кровообі­
гу в гострому досліді на середніх та крупних лабораторних тваринах за умов штучної венти­
ляції легенів та широкої торакотомії з реєстрацією показників кардіодинаміки і системної ге-
модинаміки є загальноприйнятою моделлю ішемії міокарда. Вивчення кардіоиротекторного 
ефекту повинно проводитись при попередньому (до розвитку ішемії) введенні засобу і по­
дальшому його введенні протягом ішемії та при відновленні коронарного кровообігу. 

Функціональними критеріями захисної дії можуть бути: ступінь пригнічення скоротливої 
активності міокарда (лівошлунковий тиск, dP/dt, індекси скоротливості, показники жор­
сткості міокарда, кінцево-діастолічний об'єм), показники системної гемодинаміки, об'ємної 
швидкості коронарного кровообігу, опір коронарних артерій. 

Морфологічним критерієм кардіопротекторного ефекту може бути ступінь вираженості 
ішемічних змін у міокарді (стан плазматичних мембран, скоротливих елементів, мітохондрій, 
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структур саркоплазматичного ретикулума) після попереднього введення препарату порівня­
но з контролем (ішемія і реиерфузія без введення препарату). 

Як найпростіші біохімічні критерії можна використовувати показники рН, р02, рС02 веноз­
ної крові коронарного синуса, а також артеріально-венозної реакції цих показників. За наяв­
ності у досліджуваної сполуки кардіопротекторного ефекту будуть зменшуватися ступінь 
зниження рН венозної крові, відтікаючої від ішемізованого міокарда, артеріально-венозна ре­
акція р02 і рС02. 

За найкращий ефект можна вважати наявність кардіопротекторної дії в умовах введення 
препарату в період ішемії. Разом з тим низка засобів (антагоністи іонів кальцію) можуть 
справляти захисну дію на міокард лише за умови їх попереднього введення (до розвитку 
ішемії). Це слід враховувати при плануванні експерименту. 

У цілому клінічне значення кардіопротекторного ефекту значно вище, ніж коронаролітич-
ного, антиангінального, оскільки вирішальне значення щодо прогнозу лікування захворюван­
ня має функціональна повноцінність міокарда після перенесеного ішемічного виливу. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ 
АНТИГІПЕРТЕНЗИВНИХ ЗАСОБІВ 

Мохорт М.А., 
Горчакова Н.О., 

Чекман І.С., 
Францу зова СБ., 

Серединська Н.М., 
Зупанець І.А., 
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Перелік скорочень 

АПФ - ашїотензшшеретворюючий фермент 
AT - артеріальний тиск крові 
Д - дебіт крові 
ЕКГ - електрокардіограма 
ЗДО - загальний периферійний опір 
КФК - креатинфосфокіназа 
ЛАО - легенево-артеріальний опір 
ЛДГ - лактатдегідрогеназа 
ЛШТ - тиск крові у порожнині лівого шлуночка серця 
МДГ - малатдегідрогеназа 
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів 
РІЛШ - робочий індекс лівого шлуночка 
РУІЛПІ - робочий ударний індекс лівого шлуночка 
CAT - системний артеріальний тиск крові 
СДГ - сукцинатдегідрогеназа 
СІ - серцевий індекс 
СиІ - систолічний індекс 
СОД - супероксиддисмутаза 
ТЛА - тиск у легеневій артерії 
ХОК - хвилинний об'єм крові 
ЧСС- частота серцевих скорочень 
ЦНС - центральна нервова система 
+dp/dtmax ~ максимальна швидкість зростання тиску крові в шлуночку серця 
-dp/dtmax - максимальна швидкість зниження тиску крові в шлуночку серця 
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Загальні положення 
Артеріальна гіпертензія - стан, при якому підвищується артеріальний тиск (AT) внаслідок 

збільшення серцевого викиду, судинного опору та об'єму циркулюючої крові. Первинні меха­
нізми гіпертонічної хвороби включають також стресову дезадаптацію вищих нервових цен­
трів, затримку в організмі натрію і води, підвищення активності системи ренін-ангіотензин-
альдостерон та ін. 

Сучасні принципи фармакотерапії гіпертонічної хвороби на основі уявлень про механізми її 
патогенезу передбачають: 

- пригнічення збудження клітин центрів нервової регуляції судинного тонусу і діяльності 
серця, структури підкіркового судиннорухового центру; 

- зниження хвилинного об'єму крові й периферичного судинного опору; 
- зменшення об'єму циркулюючої крові; 
- зниження рівня реніну, аигіотензину II, ендотеліну, альдостерону та ін. судиннозвужую-

чих речовин; підвищення рівня судиннорозширюючих речовин: простагландинів, оксиду 
азоту, брадикініну; 

- блокаду адренергічної іннервації на різних рівнях регуляції: у вазомоторному центрі, все­
редині нейрона, на пресинаптичних і постсинаптичних адренергічних рецепторах; 

- зменшення надходження кальцію до клітин гладеньких м'язів; 
- модуляцію потоку калію і натрію. 
Залежно від етіологічних факторів, клінічної картини і стадії патологічного процесу для лі­

кування первинної (есенціальної) та вторинної (симптоматичної) гіпертензії використовують 
різні лікарські препарати. 

До основної групи антигіиертензивних препаратів належать: 
1. Діуретики (петльові, тіазидні, калійзберігаючі). 
2. р-адреноблокатори. 
3. Інгібітори ангіотензинперетворюючого ферменту (АПФ). 
4. Антагоністи кальцію. 
5. сц-адреноблокатори. 
6. Блокатори рецепторів аигіотензину II. 
До додаткової групи антигіиертензивних засобів належать: 
1. Стимулятори центральних а2-адренорецепторів. 
2. Вазодилататори. 
До нових антигіпертензивних засобів належать антагоністи імідазольних рецепторів: 
1. Моксопідии. 
2. Римелтадин. 
Найбільш вживана фармакологічна класифікація поділяє антигіпсртензивні препарати на 

такі групи: 
І. Нейротропні препарати 
1. Снодійні, транквілізатори. 
2. Стимулятори центральних а2-адренорецепторів (клофелін, гуанфацин, гуанабенз, метил-

дофа, апраклонідин). 
3. Симпатолітики (резерпін, октадин). 
4. Гангліоблокатори (бензогексоній, пентамін, гігроній). 
5. а,, а2-адреноблокатори (фентоламін, пірроксан, тропафен). 
6. оц-адреноблокатори (празозин, доксазозин, теразозин). 
7. р-адреноблокатори (анаприлін - пропранолол, надолол та ін.). 
8. ргадреноблокатори (метопролол, атенолол, ацебутолол, бісопролол, небівалол, талінолол 

та ін.). 
9. р-адреноблокатори, р2-адреностимулятори (целіпролол). 
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10. а+р-адрсноблокатори (лабеталол, карведилол). 
11. a ,-5-STl-блокатори (урапідил). 
12. Антагоністи імідазолінових 1 рецепторів та а2-адренорецепторів (моксонідин). 
II. Периферичні вазодилятатори 
1. Артеріальні (діазоксид, гідралазин, міноксидил). 
2. Венозні (нітрогліцерин, ізосорбіду динітрат та мононітрат). 
3. Змішані (натрію нітропрусид, дибазол, папаверину гідрохлорид, но-шна, магнію сульфат). 
III. Блокатори кальцієвого току (ніфедипін, вераиаміл, дилтіазем, амлодипін, фелодипін, ла-

цидинін, ісрадипін) 
IV. Активатори калієвих каналів (нікорандил, иінацидил, міноксидил) 
V'. Діуретики-салуретики (гіпотіазид, фуросемід, торасемід, кислота етакринова, клоиамід, 

спіронолактон, амілорид, терен). 
VI. Інгібітори синтезу ангіотензину II (каптоприл, еналаирилу малеат, лізиноприл, перин-

доирил, раміприл, моексинрил, фозиноприл, трандалоирил та ін.). 
VII. Блокатори рецепторів ангіотензину II (лосартан, ірбесартан, епросартан, вальсартан, 

кандесартан та ін.). 
Аналіз клінічних та експериментальних даних дозволяє сформулювати вимоги до нового 

препарату для тривалої терапії артеріальної гіпертензії. 
Антигіпертснзивний (гіпотензивний) лікарський засіб повинен: 
1. Знижувати системний артеріальний тиск (CAT) поступово і тривало при иероральному 

введенні. 
2. Знижувати CAT до нормального чи близького до нормального рівня. 
3. Не викликати ортостатичну гіпотонію, не порушувати адаптаційних реакцій серцево-су­

динної системи. 
4. Знижувати рівень реніну, ангіотензину II, епдотеліну, альдостерону, підвищувати - прос-

тацикліну, брадикініну, оксиду азоту. 
5. Знижувати об'єм циркулюючої крові, не погіршуючи при цьому кровопостачання життє­

во важливих органів. 
6. Не викликати тахікардію, не погіршувати функціональних можливостей міокарда (не по­

рушувати процеси швидкої та повільної адаптації серця до збільшеного навантаження і ско­
ротливу здатність міокарда). 

7. Не знижувати розумову і фізичну працездатність, не викликати погіршення настрою, про­
цесів навчання, пам'яті, соціальної адаптації. 

8. Не збільшувати потребу міокарда в кисні, не роз'єднувати окисне фосфорилюваиня і ди­
хання. 

9. Добре сполучатися з іншими антигінертензивними засобами для лікування гіпертонічної 
хвороби. 

10. Не викликати звикання і синдрому відміни після припинення прийому препарату, тобто 
не викликати вторинний гіпертензивний ефект. 

11. Знижувати летальність, поліпшувати якість життя. 
Гіпертонічний криз характеризується різким і несподіваним підвищенням AT і потребує 

швидкого терапевтичного втручання - ліквідації периферичної вазоконстрикції, гінерволемії 
і церебральних симптомів (судом, блювоти, збудження та ін.). Засобами першого вибору при 
цьому є швидкодіючі вазодилататори - натрію нітропрусид, нітрогліцерин, ізосорбіду диніт­
рат, діазоксид, гангліоблокатори (арфонад, пентаміп), діуретики (фуросемід, кислота етакри­
нова, торасемід, індапамід, гідралазин, ніфедипін, еналаприлат). 

Лікування прееклампсії потребує внутрішньом'язового введення гідралазину; блювотних 
рефлексів - аміназину; для зняття судом використовують магнію сульфат; при загрозі крово­
виливу в мозок - дибазол. При гіпертонічному кризі, котрий супроводжується набряком ле­
генів чи застійною серцевою недостатністю, рекомендують швидко діючі препарати, які зни-
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Розділ НІ 
жують перед- і післянавантаження (натрію нітропрусид, пентамін). Для зменшення гінерво-
лемії вводять фуросемід. Лікування гіпертонічного кризу на фоні ниркової недостатності 
спрямоване на зменшення гіперволемії та вазоконстрикції; превалюють препарати, що підви­
щують кровотік (гідралазин, метилдофа), на фоні феохромоцитоми - фентоламін. 

До препарату, який знімає гострі гіпертензивні стани, ставлять такі вимоги: 
1. Висока антигіпертензивна активність, специфічний вплив на серцево-судинну систему. 
2. Швидке, але не різке зниження CAT, короткотермінова антигіпертензивна дія. 
3. Відсутність тахіфілаксії. 
4. Зниження перед- і післянавантаження на міокард, відсутність порушення кровопостачан­

ня життєво важливих органів. 
Уніфікація дослідження антигіпертензивних засобів передбачає виділення більш адекватних, 

високочутливих і відтворюваних за умов лабораторії методів, які можуть бути рекомендовані 
для цілеспрямованого вибору і фармакологічного вивчення антигіпертензивних засобів. 

Аналіз літературних даних і проведення експериментальних та клінічних досліджень дозво­
ляє констатувати, що єдиним стійким критерієм, що дозволяє визначити антигіпертензивні 
властивості речовини, є зниження AT. 

Програма проведення ідентифікації нових біологічно активних 
сполук і вивчення їх антигіпертензивної дії 

На основі відомостей про механізми дії та фармакодинаміку антигіпертензивних засобів 
доклінічна оцінка препаратів повинна бути проведена в два етапи. 

I етап 
Первинний відбір (скринінг) і первинна оцінка гіпотензивних засобів. Основним завданням 

цього етапу є виявлення у досліджуваних сполук здатності знижувати AT, а також встанов­
лення параметрів токсичності й нешкідливості. Визначення проводять на 2-3 видах лабора­
торних тварин, порівнюючи з референтним препаратом. 

II етап 
Поглиблене вивчення впливу потенційно антигіпертензивних засобів на скоротливу актив­

ність міокарду, ізольованої аорти, а також показники загальної кардіогемодинаміки, метабо­
лізму серця й аорти інтактних тварин і в умовах експериментальної патології. 

1. Методичні вказівки щодо доклінічного вивчення нових 
антигіпертензивних засобів 

/ . / . Скринінгове дослідження 
антигіпертензивних засобів 

Скринінгове дослідження принципово нових хімічних сполук і нових сполук, близьких за 
хімічною структурою до відомих, механізм дії яких вивчений, практично не відрізняються. 

Антигіпертензивні властивості біологічно активних сполук вивчаються на нормотензивних 
тваринах (щури, кролі, коти та ін.), а також на тваринах з експериментальною гіпертензією. 

Вимірювання рівня AT проводять за допомогою електроманометра, за відсутності такого -
ртутним манометром Людвіга. CAT вимірюють у сонній чи стегновій артерії піддослідних 
тварин, попередньо наркотизованих нембуталом (ЗО мг/кг, внутрішньоочеревинно), уретаном 
з хлоралозою (відповідно 600 і 40 мг/кг). Група включає 5-7 піддослідних тварин. 

Після випробування сполук на нормотензивних тваринах проводять експерименти на тва­
ринах (щури) зі спонтанною чи експериментально відтвореною гіпертензією. Ефект препара­
тів з очікуваною р-адреноблокуючою дією встановлюють на фоні ізопротеренолу (ізадрину), 
а інгібіторів АПФ на фоні ангіотензинаміду. 
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Для реалізації завдання спочатку перевіряють: чи має фармакологічний засіб антигіпертен-
зивний вплив у стандартній великій дозі. Для цього виконують 2 серії досліджень по 3-4 дос­
ліди. 

У першій серії фармакологічний засіб вводять всередину щурам зі спадковою гіпертензією. 
Перед цим вживлюють тваринам поліетиленовий катетер у стегнову або сонну артерію для 
прямої реєстрації AT. 

Протягом 6 годин після введення препарату реєструють AT та частоту серцевих скорочень 
(ЧСС). Для проведення експерименту необхідний електроманометр з малим об'ємом зміщен­
ня (не більше 0,1 мм/100 мм рт.ст.), кардіотахометр, що запускається пульсовою хвилею AT, 
та двоканальний реєстратор. Фармакологічний засіб досліджують далі, коли під його впливом 
AT знижується на 25 мм рт.ст. або більше на період 2 і більше годин. 

Завданням другого етапу досліджень є виявлення можливої антигіпертензивної дії, її трива­
лості, порівняння ефекту з еталонним препаратом. За даної постановки досліду нові сполуки 
доцільно вводити внутрішньовенно в дозі до 5 мг/кг маси (високоактивні речовини типу бло­
каторів кальцієвих каналів вводять внутрішньовенно у дозах до 100 мг/кг маси). Реєстрацію 
CAT переважно проводять протягом 3-6 годин. При поганій розчинності речовини у вигляді 
зависі можна вводити всередину за допомогою зонда, катетера чи спеціальної голки, збіль­
шивши дозу до 50 мг/кг. 

У тварин вимірюють не тільки AT, але й ЧСС. У зв'язку з відсутністю гіпотензивної дії у 
нормотензивних тварин при одноразовому введенні р-адреноблокаторів, інгібіторів АПФ, 
блокаторів рецепторів ангіотензину II, протокол досліду включає введення стандартної дози 
ізадрину та ангіотензину II до і після введення досліджуваних речовин. 

Речовини, що знижують CAT на 25 мм рт.ст., заслуговують на увагу з метою глибшого вив­
чення, яке проводять у порівнянні з еталонними препаратами відповідного механізму дії, оби­
раючи при цьому клофелін, анаприлін, ніфедипін, каптоприл, лосартан. 

Для цього спочатку визначають механізм дії антигіпертензивної сполуки. На наркотизова­
них котах або собаках визначають AT, ЧСС, ЕКГ, тиск у порожнині лівого шлуночка, першу 
похідну лівошлуночкового тиску, кінцеводіастолічний тиск у лівому шлуночку, тонус третьо­
го віка. Проводять дослідження на фоні болюсного внутрішньовенного введення агоніста 
а,-адренорецепторів - мезатону, агоніста (3-адренорецепторів - ізадрину, симпатоміметика -
тираміну, ангіотензину І та II. Про вплив фармакологічного засобу на гангліонарну провід­
ність судять на підставі зміни скоротливої відповіді миготливої перетинки (третього віка), 
викликаної подразненням прегангліонарних та післягангліонарних волокон шийного симпа­
тичного нерва. Можливі ефекти досліджуваного препарату на дію фармакологічних аналіза­
торів дозволяють обгрунтувати вибір препарату порівняння. 

Тварину підігрівають під час досліду, щоб температура тіла була в межах 37-38°С. У кожній 
лабораторії є стандартні дози фармакологічних аналізаторів - агоністів і антагоністів різних 
рецепторів. Визначають ЕД50, а також ЛД50> терапевтичний індекс ТІ= ЛД50/ЕД50. 

Кількісну оцінку антигіпертензивної активності (ЕД20) проводять на щурах на моделі, зас­
тосування якої надає більше можливостей для виявлення антигіпертензивної дії. Так, зокре­
ма, інгібітори АПФ найефективніше досліджуються на щурах з двонирковою моделлю гіпер­
тензії і звуженням однієї ниркової артерії зі збереженням інтактною іншої нирки, тому що в 
перші тижні розвитку гіпертензії підвищується активність ренін-ангіотензинової системи. 
Більшість інших сполук вивчають на спонтанно-гіпертензивних групах з ДОКА-сольовою гі­
пертензією. Антигіпертензивну дію р-адреноблокаторів важко визначити в дослідах з однора­
зовим введенням, краще при прямому вимірюванні AT. 

Гостра токсичність (ЛД50) визначається на щурах і мишах. На етапі скринінгу порівнюють 
фармакодинаміку нового та референтного фармакологічних засобів за силою, тривалістю ан-
тигіпертензивного ефекту, терапевтичною широтою і можливими побічними ефектами. Існує 
можливість визначення переваг досліджуваного лікарського засобу. 
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На новому етапі проводять також кількісну оцінку антигіпертензивної активності (ЕД20, 
ЕД30) паралельно зі встановленням такої для еталонних сполук на щурах чи кролях з тим ти­
пом експериментальної гіпертензії, котрий є найбільш чутливим до виливу сполук з даним 
механізмом дії. 

1.2. Поглиблене вивчення антигіпертензивних речовин 

При поглибленому експериментальному вивченні антигіпертензивних речовин експери­
ментатор виділяє наступні етапи: 

1. Дослідити видову чутливість піддослідних тварин до судинного впливу речовини. 
2. Виділити питому вагу серцевого і судинного компонентів у гіпотензивному впливі. 
3. Встановити фізіологічний механізм антигіиертензивного впливу. 
4. Вивчити молекулярні (біохімічні) механізми гіпотензивного виливу. 
5. З'ясувати вилив досліджуваної речовини на кровопостачання життєво важливих органів. 
6. Вивчити вплив досліджуваної речовини на центральні вазомоторні структури та на базо­

ві показники центральної гемодинаміки. 
7. Вивчити ефективність речовини за умов багаторазового (курсового) застосування. 
8. Вивчити вплив речовин на моделях гіпертензії. 
9. Визначити вплив фармакологічного засобу на рівень катехоламінів та активність реніну в 

плазмі крові. 
10. Визначити можливий негативний вплив фармакологічного засобу на розумову працез­

датність, процеси навчання, пам'яті. 
Додаткове завдання: 
1. Вивчення впливу фармакологічного засобу на гладенькі м'язи. 
2. Порівняльне вивчення дії фармакологічного засобу на тонус резистивних і ємкісних су­

дин, приток крові до серця. 
3. Вивчення виливу фармакологічного засобу на буферні судинні рефлекси в нормі і за умов 

емоціонально-больового впливу. 
4. Вивчення виливу фармакологічного засобу на спонтанну та викликану стимуляцією різ­

них центральних структур активність в прегангліонарних та післягангліонариих волокнах 
спінальних нервів. 

Обов'язковими у поглибленому вивченні антигіпертензивних речовин с етани 1,2, 7, 8. 
У випадку дослідження нової сполуки як потенційного антигіиертензивного засобу при пог­

либленому вивченні слід виконати усі вказані етапи роботи (1-8). 

1.2.1. Вивчення видової чутливості до гіпотензивної дії нової речовини 

Дослідження проводять на 2-3 видах тварин (бажано щури, коти чи собаки), один з яких не 
належить до гризунів. У групі має бути 3-5 тварин. 

Шлях введення речовини слід обирати заздалегідь, згідно з передбачуваним шляхом введен­
ня у клініці. Речовину вводять в ефективній дозі, яка визначається при вивченні залежності 
доза-ефект (скринінгове дослідження), відповідно на 3-5 тваринах кожного виду. Рівнознач­
на або ж близька до неї ефективність речовини у різних видів тварин дає можливість з біль­
шою впевненістю екстраполювати отримані результати на людину. 

1.2.2. Вивчення впливу пової речовини на системну кардіо- і гемодинаміку 

Виконання цих досліджень потребує відповідної апаратури. 
Найадекватнішим з цією метою є дослідження за допомогою існуючих комплексних систем, 

укомплектованих електроманометрами і флоуметрами з електромагнітними чи ультразвуко-
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вими датчиками. Дослідження виливу фармакологічних засобів можна проводити на щурах 
(180-250 г), кролях (2,5-5 кг), котах (2-4 кг). 

Дослідження бажано проводити на собаках (маса 10-25 кг), котрі перебувають під наркозом 
в умовах відкритої чи закритої грудної клітки. Наркоз - нембутал 50 мг/кг, уретан з хлорало-
зою 600 та 40 мг/кг, відповідно. 

При поглибленому дослідженні нових сполук вивчають усі перелічені нижче показники, а 
саме: 

- +dp/dtmax - максимальна швидкість наростання тиску в шлуночках серця; 
- -dp/dtmax - максимальна швидкість зниження тиску в шлуночках серця; 
- AT - артеріальний тиск (середній, систолічний, діастолічний); 
- ТЛА - тиск у легеневій артерії (систолічний, діастолічний, пульсовий); 
- ЛАО - легенево-артеріальний опір; 
- ЛШТ - тиск у порожнині лівого шлуночка серця; 
- ХОК - хвилинний об'єм крові; 
- ЧСС - частота серцевих скорочень; 
- ЕКГ - електрокардіограма у 2-ому стандартному відведенні; 
- об'ємна швидкість кровотоку (у випадку закритої грудної клітки об'ємна швидкість кро­

вотоку вимірюється в одній з сонних артерій). 
- максимальний кровотік. 
- максимальна лінійна швидкість. 
- максимальне прискорення. 
CAT вимірюють електроманометром або ртутним манометром Людвіга в загальній сонній 

або стегновій артерії. 
Отримані результати за необхідності використовують для розрахунку індексів скоротливос­

ті і розслаблення міокарда. 
Для з'ясування можливого виливу речовини на коронарний кровообіг досліди проводять на 

собаїсах, переведених на штучне дихання за умов широкої торакотомії. При цьому хірургічним 
шляхом розтинають епікард, виділяють огинаючу частину лівої коронарної артерії, на яку 
накладають відповідного розміру флоуметричний датчик. Об'ємна швидкість кровообігу в ко­
ронарній артерії реєструється в динаміці до і після введення речовини. Метод є досить об'єк­
тивним, але потребує спеціальної підготовки і навичок. 

Для визначення ХОК придатним є метод термодилюції (собаки 10-25 кг, кролі 2,5-5 кг, ту­
ри 180-250 г, коти 2-4 кг) (М.І.Гуревич, САБерштсйн, 1979). Цей метод дає достовірні дані 
про значення серцевого викиду. Недоліком методу є дискретність визначення показників 
ХОК. Під час експерименту реєструють ЕКГ. Замість ЗПО розраховують питомий перифе­
ричний опір: ППО=АТ/ХОК кг маси тварини. 

ХОК можна реєструвати методами тетраполярної реографії, електромагнітної або ультраз­
вукової флоуметрії. 

Електромагнітна та ультразвукова флоуметрія потребує відповідного оснащення, переве­
дення тварини на штучне дихання та складних хірургічних маніпуляцій - розкриття грудної 
клітки, виділення висхідної частини аорти, накладання на неї датчика. При цьому методі мож­
ливе безперервне спостереження за динамікою серцевого викиду та можливість реєстрації 
першої похідної сигналу кровообігу в аорті, за якою можна робити висновок про контрактиль-
ність лівого шлуночка. 

У випадку виявлення змін на ЕКГ у II стандартному відведенні реєструється ЕКГ у 3-х стан­
дартних відведеннях. Далі розраховуються всі показники (на основі заданої програми): 

Д - дебіт крові; 
ЗПО - загальний периферичний опір; 
РІЛШ - робочий індекс лівого шлуночка; 
РУІЛШ - робочий ударний індекс лівого шлуночка; 
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СІ - серцевий індекс; 
СиІ - систолічний індекс. 
При вивченні ресинтезованих засобів або лікарських форм препаратів, виготовлених на ос­

нові імпортних субстанцій, обов'язково вивчаються такі показники: 
+dp/dtmax - максимальна швидкість наростання тиску в шлуночках серця; 
-dp/dtmax - максимальна швидкість зниження тиску в шлуночках серця; 
Р dp/dt - тиск у порожнині лівого і правого шлуночків серця в момент піку dp/dt; 
AT - артеріальний тиск (середній, систолічний, діастолічний); 
ТЛА - тиск у легеневій артерії (систолічний, діастолічний, пульсовий); 
ЛАО - легенево-артеріальний опір; 
ЛШТ - тиск в порожнині лівого шлуночка серця; 
ХОК - хвилинний об'єм крові; 
ЗЛО - загальний легеневий опір; 
ЗГЮ - загальний периферичний опір; 
ПШТ - тиск в порожнині правого шлуночка серця; 
УОК - ударний об'єм крові; 
ЧСС - частота серцевих скорочень. 
Для вивчення можливого безпосереднього виливу речовини на міокард використовують 

ізольоване передсердя щура, мурчака, що спонтанно скорочується, а також папілярний м'яз 
серця тварин. Прямий вплив речовин на судинну стінку може вивчатись із використанням 
ізольованих смужок судин чи у дослідах на ізольованому вусі кролика, що перфузується, за 
Н.В.Кравковим, С.А.Писемським. 

На підставі отриманих даних дослідник робить висновок щодо участі серцевого і судинного 
компонентів у гіпотензивному ефекті речовини. 

1.2.3. Вивчення впливу речовини на кровообіг у життєво важливих органах 

У дослідах даної серії оцінюють вплив нової речовини на об'ємну швидкість кровообігу в ор­
гані, що цікавить дослідника. Для цього найбільш раціонально використовувати метод уль­
тразвукової чи електромагнітної флоуметрії. Досить зручним та інформативним с метод з ви­
користанням мікросфер, мічених ізотопами, що дозволяє одночасно визначати об'ємну швид­
кість кровообігу в багатьох органах і тканинах (О.С.Медведев та співавт., 1983). 

Про негативний вплив нової речовини на коронарний кровообіг роблять висновки на під­
ставі зміни сегменту ST на ЕКГ в нормі та при тимчасової ішемії міокарда до і після введення. 

1.2.4. Вивчення фізіологічних механізмів гіпотензивної дії 

Вивчення фізіологічних механізмів гіпотензивної дії пов'язане з впливом на ті чи інші ре­
цепторні утворення. 

Для цього речовину вводять внутрішньовенно у дозі ЕД20 для кожного виду тварин. До і піс­
ля введення, шляхом використання відповідних агоністів та антагоністів, проводять тестуван­
ня різних типів рецепторів, що беруть участь в регуляції діяльності серцево-судинної системи. 
Зміни гемодинамічних показників внаслідок використання агоністів та антагоністів різних 
рецепторів дають можливість тим чи іншим чином класифікувати досліджувану речовину. 
Аналіз дії речовин проводиться на наркотизованих тваринах (щури, коти, собаки, кролики) 
при реєстрації CAT, ЧСС, ЕКГ, тиску в порожнині лівого шлуночка, першої похідної лівош-
луночкового тиску, кінцево-діастолічного тиску в лівому шлуночку, тонусу третього віка. Для 
аналізу механізму дії нової сполуки досліджуються її ефекти на фоні введення агоніста а-ад-
ренорецепторів (мезатону), р-рецепторів (ізадрину), симиатоміметика (ефедрину, тираміну), 
ангіотензину І і ангіотензину II. Вплив на гангліонарну активність вивчають за зміною ско-
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ротливих відповідей миготливої перетинки кота (третього віка), викликаних подразненням 
пре- і післягангліонарних волокон шийного симпатичного нерва. 

1.2.5. Вивчення метаболічних (біохімічних) механізмів гіпотензивної дії 

Гемодинамічні ефекти будь-якої хімічної сполуки переважно обумовлені змінами метабо­
лізму міокарда та судинної стінки. З цією метою в міокарді та судинній стінці вивчають: 

1. Вміст і розподіл К, Na, Ca, Mg. 
2. Вміст аденілових нуклеотидів, креатинфосфату, цАМФ, цГМФ, N0. 
3. Вміст нікотинамідних коферментів. 
4. Вміст лактату, пірувату, глюкози, їх співвідношення (тканини, кров). 
5. Вміст ненасичених жирних кислот, ліпідограму та ін. 
6. Активність ферментів лактатдегідрогенази, сукцинатдегідрогенази, малатдегідрогенази, кре-

атинфосфокінази, каталази, супероксиддисмутази, NO-синтетази, глутатіонпероксидази та ін. 
7. Вміст показників перекислого окислення ліпідів. 

1.2.6. Вивчення центрального компонента в механізмі антигіпертензивної дії речовини 

Для з'ясування центрального компоненту в дії речовин найчастіше використовують спі-
нальних тварин чи тварин зі зруйнованим спинним мозком. Нерідко також використовують 
внутрішньошлуночкове введення досліджуваних речовин. 

Відсутність впливу досліджуваної речовини на фоновий рівень тиску у тварин із зруйнова­
ним мозком чи зниження тиску при внутрішньошлуночковому введенні інтактним тваринам 
дозволяє судити про центральні механізми гіпотензивного ефекту. 

Електрична стимуляція прегангліонарних симпатичних волокон у тварин зі зруйнованим 
мозком здійснюється за допомогою спиці з нержавіючої сталі, яка знаходиться у спинномоз­
ковому каналі. Неізольована ділянка сииці-електроду може бути встановлена на різному рів­
ні каналу для вибіркової стимуляції судинних (рівень нижніх грудних і верхніх поперекових 
сегментів) або серцевих (рівень верхніх грудних сегментів) симпатичних волокон. Відсут­
ність впливу досліджуваного фармакологічного засобу на фоновий рівень тиску і иресорні ре­
акції, викликані електричною стимуляцією у тварин зі зруйнованим мозком, свідчать про цен­
тральний механізм антигіпертензивної дії. Фармакологічний засіб можна вводити внутріш­
ньовенно та в хребетну артерію. Коли однакове зниження AT може бути викликано малою до­
зою фармакологічного засобу внутрішньоартеріально або значно більшою - внутрішньовен­
но, то говорять про центральний механізм антигіпертензивного ефекту. 

1.2.7. Використання моделей гіпертензії при проведенні досліджень 

Кількісну оцінку і з'ясування гіпотензивного ефекту досліджуваної сполуки рекомендуєть­
ся проводити на тваринах з експериментальною гіпертензією. Модель експериментальної гі­
пертензії повинна бути найбільш адекватною передбачуваному механізму дії досліджуваної 
сполуки. Універсальною слід признати гіпертензію для всіх механізмів дії у спонтанно гіиер-
тензивних щурів різних ліній (Okamoto, Aoki та ін.). Однак, у зв'язку зі складністю у розве­
денні цих тварин, більш прийнятними є такі моделі експериментальної гіпертензії: 

1. Двониркова модель. Суть її полягає у звуженні ниркової артерії і збереженні другої нир­
ки інтактною. Методика: наркотизованим тваринам проводять розтин черевної стінки і, за до­
помогою лігатури, спіралі чи спеціального дозуючого затиску, проводиться звуження просві­
ту однієї з ниркових артерій на 50-70%. 

2. ДОКА-сольова гіпертензія за Armstong J.M., Massingham R. (1981). Модель забезпечує 
збільшення УОК, зміну реактивності судин, підвищення загального і периферичного опору. 
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Рівень AT підвищується на 40-60 % протягом двох тижнів. 
3. Індометацинова модель (Р.І. Соколова та співавт., 1977). Суть методу полягає у введенні 

щурам індометацину - інгібітора синтезу простагландинів на фоні зміни функціонального 
стану нирок шляхом сольового навантаження чи нефректомії. 

Ця модель забезпечує збільшення УОК, підвищення реактивності судин, підвищення пери­
феричного опору. 

Залежно від механізму дії сполуки можуть бути рекомендовані також моделі стресорної гі­
пертензії, нейронна модель (ушкодження ядра солітарного тракту), денервація аортальних і 
каротидних рецепторів. 

Окрім хронічних моделей для дослідження механізмів антигіиертензивної дії можуть вико­
ристовуватись експерименти з підвищенням AT у гострому досліді різними методами: 

1. Використання адреноміметиків (вивчення антигіиертензивної активності р-адреноблока-
торів). 

2. Використання кофеїну (вивчення антигіпертензивної активності антагоністів кальцію). 
3. Гостра коарктація аорти (у гострому досліді на собаках). 
У всіх випадках повинен використовуватись комплекс експериментальних моделей патоло­

гії, найбільш адекватних передбачуваному механізму дії досліджуваної сполуки (для ресинте-
зованих препаратів - одна найбільш адекватна модель). 

1.2.8. Вивчення ефективності нової речовини при багаторазовому (курсовому) введенні 

Досліди проводять на тваринах (щури, кролі, собаки) з експериментальною гіпертензією. 
Препарат вводять аналогічно передбачуваному клінічному застосуванню. Проводять періо­
дичний контроль рівня AT (можуть використовуватись непрямі методи вимірювання AT). 

Отримані результати дають можливість з більшою імовірністю говорити про ефективність 
речовини в клінічній практиці. 

1.2.9. Вивчення впливу сполук на деякі морфологічні зміни при гіпертензії 

Розвиток гіпертензії як у клініці, так і при відтворенні в експерименті супроводжується спе­
цифічними морфологічними змінами в різних органах: нирках, судинній стінці, міокарді, нер­
вовій тканині та ін. Сполуки, що мають антигіпертензивну дію, попереджують їх виникнення 
чи сприяють їх зворотному розвитку. У зв'язку з цим може бути використаний морфологіч­
ний контроль за розвитком найбільш суттєвих структурних порушень при відтворенні експе­
риментальної гіпертензії. Так, контроль за розвитком гіпертрофії міокарда лівого шлуночка 
може бути використаний як критерій оцінки ефективності гіпотензивної дії при моделюванні 
гіпертензії. 

1.2.10. Вивчення впливу фармакологічного засобу на рівень 
катехоламінів і активність реніну плазми крові 

Кров для біохімічного дослідження рівня катехоламінів та активності реніну беруть у різних 
серіях дослідів. Ці досліди сприяють визначенню специфічної активності порівняно з рефе­
рентним препаратом. 

1.2.11. Вивчення можливого впливу фармакологічного засобу па розумову 
працездатність, процеси поведінки, навчання, пам 'яті 

Вивчення впливу фармакологічного засобу на орієнтовно-дослідпицьку (емоційно-рухову) 
діяльність проводять в тесті «відкрите поле» (Т.О.Вороніна, С.Б.Середенін, 1998). При цьому 
оцінюють час виходу з центру (латентний період орієнтації тварин), число досліджуваних 
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квадратів (горизонтальна, рухова активність), число актів грумінгу (комфортність), а також 
число актів дефекації, сечовиділення (емоційність, емоційний неспокій). Ці показники дозво­
ляють визначити психотропний вплив досліджуваного лікарського засобу. 

Вплив цього засобу на елементи навчання та пам'яті проводять за методом Т.А.Воропіної, 
Р.У.Островської (1998). Вплив фармакологічного засобу при цьому включає пасивне уник­
нення з негативним (больовим) підкріпленням (УРПУ). Реєструють відсоток тварин, що не 
уникають світлої камери, латентний період виходу з темної камери при першому пред'явлен­
ні, латентний період входу в темну камеру через 24, 48 годин після навчання. Активне уник­
нення з негативним (больовим) підкріпленням (УРАУ), що включає реєстрацію середньої 
кількості вірних відповідей і залежності від кількості пред'явлення, кількість тварин, що до­
сягають критерію навчання при даному виді випробувань, середнє значення больового поро­
гу, середня кількість міжсигнальних реакцій, відсоток помилкових відповідей при досліджен­
ні пам'яті, швидкість згасання навичок. Це дає можливість встановити позитивний або нега­
тивний ефект на функції ЦНС, що має суттєве значення для визначення перспективності дос­
ліджуваної речовини як антигіиертензивного засобу. 

При вивченні антигіпертензивного засобу проводять також додаткове дослідження. 
1. Вивчення впливу фармакологічного засобу на м'язи судин. Дослідження проводять на фо­

ні а- або р-адреноблокаторів у дослідах на ізольованих судинах. Можливі дослідження на 
ізольованому відрізку тонкої кишки на моделі барієвого спазму. Спазмолітична активність 
свідчить про міотроину дію. Класичними є досліди впливу фармакологічно активних сполук 
на ізольованому перфузованому вусі кроля (Н.В.Кравков, С.А.Пісемський). Перфузію прово­
дять при кімнатній температурі 20~23°С. Оцінюють ефект досліджуваної сполуки порівняно 
з блокаторами гістамінових, а-, р-адренорецепторів, серотонінових, ангіотензинових рецепто­
рів. Визначають вплив досліджуваної сполуки на судинний тонус, пресорні реакції, спричине­
ні норадреналіном, ангіотензином II, ефедрином, тираміном. Визначають антагоністи судин-
норозширюючої дії досліджуваної речовини. 

2. Порівняльне вивчення дії фармакологічного засобу на тонус резистивних та ємкісних су­
дин, на притік крові до серця. Ємкісні судини відіграють роль у виникненні артеріальної гі­
пертензії; підвищення їх тонусу веде до підвищення притоку крові до серця, підвищенню сер­
цевого вмісту. Метод акумулографії, запроваджений Д.П.Дворецьким (1967), дозволяє визна­
чити зміни тонусу резистивних та ємкісних судин. 

3. Вивчення впливу фармакологічного засобу на буферні судинні рефлекси в нормі і в умовах 
емоційно-больового виливу. Дослідження виконують на наркотизованих тваринах при визна­
ченні пресорного рефлексу (короткотермінове стискування загальної сонної артерії оклюдером 
різної конструкції) та депресорного рефлексу (кардіохронотропний компонент барорефлексу) 
при підвищенні AT на 30-40 мм рт.ст, викликаного введенням мезатону або норадреиаліну. 

4. Вилив фармакологічного засобу на спонтанну, викликану стимуляцією центральних 
структур або різних еферентів активність в прегангліонарних (біла сполучникова гілочка) та 
иіслягангліонарних (нирковий та нижньосерцевий нерви) волокнах симпатичних нервів. 

Досліди проводять на наркотизованих тваринах з інтактним мозком, децереброваних (між-
колікулярне перев'язування) та'спінальних (перерізування спинного мозку по С{ або С8) ко­
тах. Спонтанна та викликана активність у пре- та післягангліонариних волокнах реєструєть-

s ся за стандартними методами (В.А.Цирлін, 1975). Судинні пресорні і депресорні реакції AT та 
електрофізіологічні відповіді у відповідних нервах викликаються прямою та непрямою акти­
вацією довгастого і спинного мозку. 

Наприкінці слід відмітити, що при проведенні доклінічних випробувань ресинтезованих 
препаратів об'єм досліджень може бути суттєво скорочений і включати лише оптимальний на­
бір методик для оцінки антигіпертензивної дії. Разом з тим об'єм досліджень нових оригі­
нальних сполук може бути розширений з метою дослідження механізмів дії та впливу на інші 
органи і системи організму. 
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ВИВЧЕННЯ ГШОЛШІДЕМІЧНИХ ТА 
ПРОТИАТЕРОСКЛЕРОТИЧНИХ ЗАСОБІВ 

Горчакова Н.О., 
Дроговоз СМ., 

Чайка Л.А., 
Чекман І.С., 

Туманов В.А., 
Братусь В.В., 

Французова СБ., 
Купраш Л.П., 
Олійник СА. 

Протиатеросклеротичні засоби - це лікарські засоби, які попереджають розвиток або спри­
яють регресії атеросклеротичного процесу. 

В основі розвитку атеросклерозу лежать порушення ліпідного обміну, в першу чергу, обмі­
ну холестерину. Ліпіди в плазмі крові утворюють комплекси з білками - ліпопротеїни, які 
здатні проникати у внутрішню оболонку стінки артерій. Розрізняють 5 класів ліпопротеїнів: 

• хіломікрони, які транспортують тригліцериди їжі до місць їх утилізації; 
• ліпопротеїни дуже низької щільності (ЛПДНЩ або пре-р-ліпопротеїни), які містять пере­

важно ендогенні тригліцериди; 
• ліпопротеїни проміжної щільності (ЛППІД), які містять приблизно рівні кількості триглі-

церидів та холестерину; 
• ліпопротеїни низької щільності (ЛПНЩ), які містять значну кількість холестерину; 
• ліпопротеїни високої щільності (ЛПВЩ або а-ліпопротеїни), які містять 50% білків. 
Щільність ліпопротеїнів залежить від ліпідної компоненти: чим вищий вміст ліпідів, тим 

меншою с їх щільність. 
Атерогенну дію мають ЛПДНЩ, ЛППЩ і ЛПНЩ, які містять значну кількість тригліцери-

дів і холестерину. При взаємодії з ліпопротеїновими рецепторами судин атерогенні ліпопро­
теїни вивільняють холестерин. Останній у вигляді складного ефіру відкладається в інтимі, що 
сприяє розвитку атеросклерозу. В той же час, підвищення концентрації ЛПВЩ, які містять 
а-протеїни, перешкоджає атеросклеротичному ураженню судин за рахунок вилучення холес­
терину з стінки артерій. Важливою ланкою атерогенезу є порушення функціонування кініно-
вої системи артеріальної стінки та порушення в системі згортання крові. 

Мішенню для атерогенних ліпопротеїнів є судинна стінка. Тому протиатеросклеротичні за­
соби повинні прямо або опосередковано захищати стінку судин від розвитку атероматоз ного 
процесу, тобто бути ангіопротекторами. 

Залежно від переважного впливу на різні ланки розвитку атеросклерозу, протиатеросклеро­
тичні засоби поділяють на дві групи: 

І. Ангіопротектори опосередкованої дії. 
1. Гіполіпідемічні засоби. 
а) засоби, які переважно знижують рівень холестерину: 
- інгібітори абсорбції холестерину (тину холестираміну, ноліспоніну); 
- інгібітори синтезу холестерину (типу ловастатину, симвастатину); 
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- засоби, які активують метаболізм і виведення холестерину з організму (типу лінетолу, лі-

постабілу (есенціалє); 
б) засоби, які переважно знижують рівень тригліцеридів (клофібрат (місклерон), безафіб-

рат, гемфіброзил, кислота нікотинова). 
2. Антикоагулянти (гепарин). 
3. Антиагреганти (дипіридамол (курантил), кислота ацетилсаліцилова). 
II. Ангіопротектори прямої дії. 
1. Ендотеліотропні засоби (пармідин). 
2. Блокатори кальцієвих каналів (вераиаміл, фенігідин (ніфедипін) тощо). 
3. Антиоксиданти (токоферолу ацетат, кислота аскорбінова, рутин, кислота глутамінова, 

цистеїн, метіонін). 
Гіполінідемічні засоби призначають відповідно до характеру дисліпопротеїнемій, які, згідно 

з класифікацією Всесвітньої організації охорони здоров'я (ВООЗ), поділяють на 5 типів (таб­
лиця 1): 

Таблиця 1 
Класифікація гіполіпідемічних засобів 

Типи дисліпопротеїнемій Лікарські засоби, що застосовуються для лікування 
1. Гіперхіломікронемія регуляція за допомогою дієти 
2а. Гіпер-бета-ліпопротеїнемія холестирамін, поліспонін, трибуспонін, ловастатин 
26. Гіпер-бета-ліпопротеїнемія та 
гіперпре-бета-ліпопротеїнемія 

ловастатин, кислота нікотинова, клофібрат 

3. Дис-бета-ліпопротеїнемія ловастатин, кислота нікотинова, клофібрат 
4. Гіперпре-бета-ліпопротеїнемія клофібрат, кислота нікотинова 

Існує кілька варіантів клінічної класифікації гіпохолестеринемічних засобів. Так, до гіпохо­
лестеринемічних засобів, які знижують рівень холестерину за рахунок ЛПНЩ (можливе деяке 
підвищення тригліцеридів), відносять секвестранти жовчних кислот, статини (ловастатин) і 
пробукол; до переважно гіиотригліцеридемічних - фібрати, кислоту нікотинову, риб'ячий жир. 

Інший варіант класифікації виходить з механізму дії ліків: 
• засоби, які стимулюють видалення ЛПНЩ і діють через рецепторні механізми (секвес­

транти жовчних кислот і інгібітори ГМГКоА-редуктази); 
• засоби, які зменшують швидкість утворення ЛПНЩ, обмежуючи синтез їх попередників -

ЛПДНІЦ (кислота нікотинова); 
• засоби, які прискорюють видалення (кліренс) ЛПДНЩ (фібрати); 
• засоби, які стимулюють видалення (кліренс) ЛПНЩ перецепторним шляхом. 
У II доповіді Комітету експертів з виявлення, оцінки та лікування високого рівня холесте­

рину в крові у дорослих запропоновано також класифікацію на основі активності гіпохолесте­
ринемічних засобів щодо зниження рівня холестерину за рахунок ЛПНЩ: 

• основні лікарські засоби - секвестранти жовчних кислот, кислота нікотинова і інгібітори 
ГМГКоА-редуктази (ловастатин та інші статини); 

• інші засоби - фенофібрат та інші фібрати, а також пробукол. 
Основним показником, яким слід керуватися при призначенні гіполіпідемічних засобів і 

який повинен використовуватися для контролю ефективності лікування, є рівень холестери­
ну ЛПНЩ. 

Ліпідний та ліпопротеїновий спектри сироватки крові експериментальних тварин різних 
видів різняться (у щурів багато холестерину міститься в антиатерогенних ЛПВЩ, у мурчаків 
майже повністю - в атерогенних ЛП, у кролів холестерин більш рівномірно розподілений між 
фракціями ЛП). У зв'язку з цим, для більш об'єктивної оцінки гіполіпідемічної дії нових ре­
човин, досліди рекомендується проводити на двох-трьох видах тварин. 

Експериментальне дослідження нових речовин проводять порівняно з референтними пре­
паратами, які застосовують як гіполінідемічні засоби. Вибір препарату порівняння пов'язаний 
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Розділ III 
з очікуваним механізмом дії та хімічною будовою нової сполуки. Так, при вивченні нових ре­
човин з передбачуваною властивістю зв'язувати жовчні кислоти та/або холестерин в кишеч­
нику та виводити з організму, як препарат порівняння широко використовується жовчний 
секвестрант холестирамін. У дослідах на щурах-самцях та мурчаках він застосовується в до­
зах 1,0-1,5 г/кг перорально. Для нових сполук з можливою переважною дією на підвищений 
вміст ТГ та, відповідно, ЛПДНЩ, найширше використовують фібрати, особливо більш доско­
налі з них - гемфіброзил або безафібрат. У дослідах на лабораторних тваринах (щури, мурча-
ки, кролі) вони застосовуються в однакових дозах - 50 мг/кг маси тіла перорально. Якщо дос­
ліджувана сполука може інгібувати біосинтез холестерину, то як препарат порівняння засто­
совують ловастатин або флувастатин у дозах 20-50 мг/кг перорально. У випадку передбачу­
ваної додаткової антиоксидантної активності нової речовини з гіиоліпідемічною дією, як пре­
парат порівняння використовують пробукол (у дослідах на дрібних лабораторних тваринах -
у дозах 50-100 мг/кг перорально). 

Попередньо визначають гостру токсичність нових речовин і для дослідження обирають одну й 
ту саму частину від ЛД50 (але не більше від 1/10) як нового, так і референтного препарату |5-7|. 

Використовують різні моделі гіперліпідемії та дисліиопротеїнемії у тварин різних видів. 
Досліджують спроможність нової сполуки виявляти як профілактичну, так і лікувальну 
дію. 

Профілактична дія пов'язана із спроможністю досліджуваної сполуки знижувати (або пов­
ністю попереджувати) розвиток гіперліпідемії та дисліиопротеїнемії, а також атеросклеро­
тичне ушкодження артерій. У цих випадках досліджувану сполуку вводять заздалегідь - про­
тягом кількох днів перед застосуванням агента, який індукує розвиток зазначених порушень. 
Крім того, профілактичну дію виявляють у випадках одночасного застосування досліджува­
ної нової речовини з агентом, який призводить до розвитку порушень ліпідного обміну та/або 
атеросклерозу (наприклад, атерогенної дієти). 

Лікувальною дією досліджуваного препарату с його спроможність знижувати рівень вже іс­
нуючої гіперліпідемії або сприяти регресії сформованого атеросклеротичного ураження арте­
рій. У цьому випадку досліджувану нову сполуку починають вводити після розвитку назва­
них иатологій. 

Особливістю вивчення специфічної гіперліпідемічної активності нових речовин с обов'яз­
кове пероральне введення їх тваринам, оскільки препарати цієї групи застосовуються, як пра­
вило, перорально. У випадку дослідження активності готової лікарської форми нової сполу­
ки, наприклад, таблеток, враховується вміст діючої речовини, а також кількість та склад допо­
міжних речовин. Останні вводяться контрольній групі тварин у кількості, відповідній введен­
ню їх дослідній групі у складі таблеток. Останні подрібиюкл ься до порошку та вводяться у 
складі дієти або через зонд до шлунку. По закінченні дослідження дрібних лабораторних тва­
рин забивають декаиітацією, кролів - під наркозом шляхом повітряної емболії. 

і . Моделі гіперліпідемії для вивчення нових речовин 

/ . / . Дослідження гіполіпідемічної дії на щурах 

Модель А. Індуковані гіперліпідемії можна викликати у щурів масою 200-240 г застосуван­
ням збагаченої холестерином дієти: холестерин (3-5%), тіоурацил (0,3%), холева кислота 
(1%), можливе додавання вітаміну D (3000-30000 ОД). Дієта застосовується протягом 3-4 
тижнів і більше. Тривалість залежить від природи компонентів. Застосування дієти, яка міс­
тить вітамін D2, протягом кількох місяців призводить до атеросклеротичного ураження аорти. 
Лікарські засоби, що досліджуються, вводять разом з дієтою. Кров отримують з вени хвоста 
або після декаиітації через 12-18 годин голодування тварин. У крові визначають загальний 
вміст і спектр ліпідів (ліпоиротеїиів) [4|. 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

Модель Б. Щурам разом з основним раціоном вводять холестерин (2,4%), 6-метилурацил 
(0,12%) і підігріту соняшникову олію (30%) [12J. Тривалість досліду становить 15-30 днів. 
Потім беруть кров для дослідження. 

Модель В. До раціону додають холестерин (4%), 6-метилурацил (0,12%), соняшникову олію 
(25%) [14] протягом 14 днів. 

Модель Г. Дослідження нових речовин на щурах проводять в експериментах на моделі гіпер-
ліпідемії, спричиненої детергентом - тритоном WR-1339 (зв'язує ліпіди плазми крові, утворює 
міцели, ізольовані від дії ЛП-ліиази) у дозі 225-250 мг/кг внутрішньоочеревинно одноразово. 

Через 8-Ю годин після введення тритону WR-1339 рівень тригліцеридів у крові зростає у 
6-8 разів, холестерину - в 3-4 рази [23J. 

Досліджувані речовини вводять перорально одночасно з тритоном або заздалегідь протягом 
5 днів, проводячи останнє введення разом з тритоном. Кров отримують у тварин, які голоду­
вали на період дії тритону. 

1.2. Дослідження гіполіпідемінної дії на мурчаках 

Оцінку гіполіпідемічної активності проводять зазвичай на мурчаках-самцях масою 500-550 г. 
Модель Д. Використовують дієту, що містить 1,6% холестерину та 15% рослинної олії. Через 

6-Ю днів у мурчаків спостерігається гіперхолестеринемія, яка посилюється при більш трива­
лому введенні 14). 

Модель Е. Мурчакам перорально протягом 70 діб вводять холестерин у дозі 0,1 г/кг. 
У крові і печінці визначають вміст загального холестерину, тригліцеридів, а-холестерину. 

Інформативним є також виділення окремих фракцій ліпопротеїнів та вивчення їх складу [4]. 
Можливе також пероральне застосування холестерину в дозі 0,1 r/кг разом з будь-якими на­

сиченими жирами. 
Досліджувані речовини вводять з дієтою або перед годуванням тварин. Досліджують також 

вміст холестерину і спектр ліпопротеїнів у крові. Як і в дослідах на щурах, кров отримують че­
рез 12-18 годин голодування. Слід зазначити, що у мурчаків рівень ЛПВЩ і а-холестерину 
низький, і вплив препарату на ці показники свідчить про вірогідність даних. 

1.3. Вивчення гіполіпідемічної дії нових речовин на кролях 

Модель Ж. Експеримент проводять на кролях масою 2,8-3,0 кг, яким протягом 3-4 місяців 
вводять холестерин (0,2-0,3 г/кг) з їжею або у вигляді розчину в соняшниковій олії через зонд 
до шлунку. Модель обумовлює гіперхолестеринемію, накопичення атерогениих ліпопротеїнів 
у крові, збільшення вмісту ліпідів у печінці і холестерину в артеріях, а також атеросклеро­
тичне ураження аорти (за методом планіметрії реєструється до 40-70% площі аорти, ураженої 
атеросклеротичними бляшками [4J. 

Модель 3. Тваринам вводять 0,5% розчин холестерину в соняшниковій олії (1 г/кг), холевої 
кислоти (0,1 г/кг) з кормом. Тривалість введення - ЗО днів |15J. Потім тварин декапітують. 
Кров до декапітації отримують з крайової вени вуха. 

Викликаючи гіперліпідемію, вводять випробуваний препарат перорально разом з дієтою. 
Потім тварин декапітують і беруть кров для дослідження. Для встановлення регресії гіперхо-
лестеринемії препарат вводять протягом 45 днів після створення моделі. 

2. Кількість ліпідів і ліпопротеїнів у крові 

Рівень ліпідів визначають у плазмі, до якої для запобігання згортанню додають ЕДТА (кін­
цева концентрація 1 мг/мл). Іноді використовують сироватку, однак перевага використання 
плазми полягає в тому, що ЕДТА підвищує стабільність, і зразки зберігаються довше. 
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Розділ НІ 
Вміст ліпідів, що визначаються у сироватці, виявляється приблизно на 3% вищим, ніж у 

плазмі. 
Холестерин і тригліцериди визначають у плазмі крові та сироватці ферментативним і хіміч­

ними методами. Аналіз аліпопротеїнів (Апо-А-1 і Апо-В) можна провести за методами радіо-
імунологічного аналізу, радіальної імунодифузії, імунонефелометричного, електроімуноло-
гічного чи імуноферментного аналізу. 

Визначають, як правило, вміст загальних ліпідів, загального холестерину, а-холестерину, 
тригліцеридів, ЛПВЩ і ЛПНЩ в плазмі (сироватці) крові, вміст загального холестерину і 
тригліцеридів печінки та загального холестерину в аорті експериментальних тварин за загаль­
ноприйнятими, описаними в літературі методами. За можливості використовуються автома­
тизовані методи. Можна рекомендувати застосування наявних у продажу стандартизованих 
наборів різних фірм для визначення загального холестерину, холестерину ЛП різних класів та 
тригліцеридів. 

3. Додаткові методи вивчення нових гіполіпідемічних засобів 

3.1. Вивчення впливу на ліполіз 

До досліду беруть щурів-самців (150-200 г), яким для стимуляції ліполізу в жировій ткани­
ні вводять внутрішньоочеревинно адреналін у дозі 1,0-1,5 мг/кг. Через ЗО хвилин після вве­
дення адреналіну визначають рівень НЕЖК (ненасичених жирних кислот) у плазмі (сироват­
ці) крові. Досліджувані речовини вводять перорально одноразово за 1 -2 години до ін'єкції ад­
реналіну або заздалегідь протягом 2-5 днів (останнє введення за 1-2 години до ін'єкції адре­
наліну) [9]. 

Вивчають також можливу дію нових речовин на вміст НЕЖК у крові інтактних щурів (без 
введення адреналіну). 

Паралельно вивчають вилив нових речовин на ліполіз, який викликається введенням адре-
нокортикотропного гормону і теофіліну. 

Можливе вивчення впливу нових речовин на ліполіз з використанням жирової тканини або 
жирових клітин додатку яєчка дорослих тварин [2J, які інкубуються у спеціальному середови­
щі (досліджувані речовини додаються у середовище інкубації в різних концентраціях). Вплив 
на ліполіз встановлюють за виділенням у середовище інкубації НЕЖК або гліцерину. 

3.2. Вивчення впливу на ферментативну активність 

Дослідження виливу на ключовий фермент ГМГКоА-редуктазу в мікросомальній фракції 
печінки тварин (рідше в розчинній) має значення для з'ясування механізму дії. 

З цією метою досліджувані речовини додають в середовище інкубації в різних концен граці­
ях, а також вводять протягом 9-15 днів тваринам (у дозах не більше 1/10 ДЛ50)* у яких потім 
встановлюється швидкість біосинтезу ліпідів. У контрольних дослідах вводять лише викорис­
товуваний розчинник [4]. 
- Вплив нових сполук на ліпопротеїнліпазу (ліполітичну активність крові) вивчають для по­

яснення механізму їх дії, оскільки фермент стимулює гідроліз ліпопротеїнів, багатих на триг­
ліцериди. Вивчення проводять у випадку, якщо виявляють виражене зниження тригліцеридів 
в ЛПДНІД. 

З цією метою використовують щурів-самців (200-250 г) або кролів-самців (2,5-3,5 кг), 
яким заздалегідь одноразово або повторно вводять досліджувану сполуку, потім внутрішньо­
венно гепарин (50 ОД/г маси тіла). Вихідну пробу крові беруть через 10 хвилин після введен­
ня гепарину і визначають активність ліпопротеїнліпази (иостгепаринову ліполітичну актив­
ність крові). У контрольних дослідах вводять відповідний об'єм розчинника [17]. 
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ДЛЯ з'ясування механізму дії гіполіпідемічної речовини визначають зміну активності альфа-7-
гідроксилази холестерину мікросом печінки тварин. Збільшення активності ферменту пов'язане 
з деградацією холестерину (перша реакція розпаду холестерину до жовчних кислот) [19]. 

3.3. Вивчення впливу речовин на біосинтез ліпідів печінки 

Експерименти проводять з використанням гомогенатів печінки мишей або щурів-самців, які 
інкубують у спеціальному середовищі з додаванням мічених субстратів (1~14С-ацетат і 2-14С-
мевалонат). За інтенсивністю включення мітки в кінцеві продукти біосинтезу ліпідів (нап­
риклад, в загальну неомиляєму фракцію і в жирні кислоти) судять про дію речовини на біо­
синтез ліпідів в печінці [4]. 

3.4. Вивчення впливу нових сполук на екскрецію жовчних кислот і холестерину 

При дослідженні механізму гіполіпідемічної дії нової сполуки з потенційною здатністю до 
зв'язування жовчних кислот у кишечнику (подібно до холестираміну) необхідне проведення 
спеціальних експериментів на щурах, мурчаках, кролях. У наважці калу тварини, зібраного за 
24 години, визначається вміст жовчних кислот [10, 21, 24]. 

Можливе також вивчення впливу нового лікарського засобу на екскрецію холестерину, при 
цьому вивчають вміст холестерину в наважці калу експериментальних тварин, зібраного за 24 
години [24]. 

3.5. Вивчення зв'язування досліджуваної речовини 
з атерогенними ліпопротеїнами 

Виділені ультрацентрифугуванням ЛПНЩ людини або тварин насичують амонієвою сіллю 
8-аніліно-І-нафтол-сульфонату, здатною до флуоресценції. До розчину додають досліджува­
ну речовину і за мірою зменшення флуоресценції судять про інтенсивність зв'язування 
ЛПНЩ. Як стандарт використовують гепарин [8, 20]. 

3.6. Дослідження впливу нових речовин на проникність артеріальної стінки 

У дослідах на кролях, які отримували холестерин, визначають проникність аорти. З цією ме­
тою за 1-2 години перед забоєм тваринам вводять внутрішньовенно барвник (2 мл 0,5% роз­
чину синього Еванса) і після вилучення аорти планіметрично визначають площу фарбування 
ендотелію. У контрольних дослідах вводять розчинник [22]. 

Можливе вивчення виливу нової сполуки на проникнення мічених ЛПНЩ (123J ЛПНЩ) 
в аорту кролів. Для цього ЛПНЩ виділяють з плазми крові кролів за допомогою ультрацен­
трифугування у відповідному градієнті щільності, вводять радіоактивну мітку в білкову 
частину ЛП. Потім останні вводять внутрішньовенно кролям (10-20 мг за білком 125J 
ЛПНЩ з питомою радіоактивністю (20~40)-106 імп./хв/мг білка ЛПНЩ), які отримували 
чи не отримували досліджувану сполуку. Через 6 годин тварин забивають, вилучають аорту, 
відділяють зовнішню оболонку і вимірюють радіоактивність. Кількість ЛПНЩ, які проник­
ли в аорту, розраховують на масу сухої тканини, враховуючи питому радіоактивність 
ЛПНЩ [20]. 

Можна також досліджувати вплив речовини на ступінь набряку (запалення) лапки щура, 
викликаного введенням брадикініну (0,1 мл 0,01% розчину субплантарно). За онкометричним 
методом вимірюють ступінь набряку лапки через ЗО хв - (1-4) години після введення бради­
кініну. Антибрадикінінову дію нової сполуки порівнюють з ефектами відомого антибрадикі-
ніпового і антисклеротичного препарату піридинолкарбамату (ангінін, продектин) 118]. 
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3.7. Вивчення антиоксидантної та антирадикальної активності 
досліджуваних речовин 

Зважаючи на роль процесів перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) у модифікації ЛП плаз­
ми крові та набутті останніми атерогенних властивостей, доцільно визначати вплив досліджу­
ваних речовин на вміст продуктів ПОЛ у плазмі (сироватці) крові, а також їх антирадикаль-
ну активність in vitro. 

3.7.1 Визначення дієнових кон'югатів у плазмі (сироватці) крові 

0,5 мл плазми (сироватки) крові екстрагують 5 мл суміші гептан-ізопропанол (1:1 за об'ємом) 
при струшуванні у закритих пробірках протягом 15 хв. Потім після центрифугування при 10000 
об./хв ліпідні екстракти зливають і розбавляють 5 мл суміші гептан-ізопропанол (3:7 за 
об'ємом). Останню процедуру виконують з метою досягнення оптимальних значень оптичної 
густини в обох фазах екстракту. До розбавлених ліпідних витяжок додають водний розчин со­
ляної кислоти рН 2,0 в об'ємі 2 мл для розділення фаз та відмивки від неліиідних домішок. Піс­
ля розділення гептанову фазу відбирають в окрему суху пробірку, а до водно-спиртової фази до­
дають 1 r NaCl для зневоднення ізопропанолового екстракту. Після відділення водної фази ізоп-
ропанол переносять в окрему пробірку. Оптичні контролі готують шляхом екстракції за схемою, 
описаною вище (0,5 мл 0,9% розчину NaCl). Вимірюють оптичну густину кожної фази щодо від­
повідного контролю при 220 нм (у діапазоні 186-225 нм поглинають ультрафіолетові промені 
ізольовані подвійні зв'язки) та 232 нм (поглинання відображає вміст дієнових кон'югатів (ДК). 
Вміст ДК у гептановій та ізопропаноловій фазах розраховують за відношенням Е232/Е22о [ З J. 

3.7.2 Визначення малонового діальдегіду у платі (сироватці) крові 

У пробірці змішують 1 мл дистильованої води, 0,5 мл плазми (сироватки) крові, 2 мл 30% роз­
чину трихлороцтової кислоти, 0,2 мл 5 М НС1, 2 мл 0,8% розчину 2-тіобарбітурової кислоти та 
поміщають у киплячу водяну баню на 15 хв. Після охолодження проби центрифугують при 
3000 об./хв протягом ЗО хв. У надосадовій рідині вимірюють екстинкцію (Е) при довжині хви­
лі 532 нм в кюветах шириною 10 мм. Вміст малонового діальдегіду у мкмоль/л розраховують 
за формулою: 2-Е-10і/\,56. Контрольна проба містить суміш, яка складається з усіх компонен­
тів реакції в тій же кількості, за винятком плазми (сироватки) крові та соляної кислоти 116]. 

3.7.3 Визначення основ Шифа у плазмі (сироватці) крові 

Основи Шифа (ОШ) - це кінцеві продукти ПОЛ, які реєструються за допомоюю флуорес­
центного аналізу. Припускають, що їх флуоресценція зумовлена легко збуджуваною бя-елек-
троиною кон'югованою системою 1-амшо-З-імінонропеноиої групи, яка утворюється при бі-
функціональній реакції МДА з донорами аміногруп. Методика визначення ОШ, що флуорес-
цують, така. До 0,2 мл плазми (сироватки) крові додають хлороформ-метанольну суміш 2:1. 
Отриману суміш інтенсивно струшують протягом 5 хвилин. Після цього додають рівний об'єм 
дистильованої води і знову струшують. Потім суміш центрифугують нри 300 об./хв 1-2 хв, а 
отриманий екстракт розбавляють метанолом 10:1 за об'ємом і проводять спектрофлуоримет-
рію. Максимуми поглинання ліпофусциїювих хромофорів, які екстрагуються ліпідними роз­
чинниками, перебувають відповідно в межах 260-280, 340-375 нм, а флуоресценції - у ділян­
ці 420-490 нм. Для водорозчинних ліпофусцинових флуорофорів спектри поглинання та вип­
ромінювання перебувають відповідно в діапазоні 270-275 та 310-350 нм [1J. 

3.7.4 Визначення антирадикальної активності досліджуваних сполук in vitro 

Антирадикальну активність нових сполук in vitro досліджують за їх взаємодією із стабіль­
ним радикалом дифенілпікрилгідразилом (ДФПГ). ДФПГ являє собою інтенсивно забарвле-
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ну кристалічну речовину з максимумом поглинання у видимій ділянці при 520 нм. Реакції 
ДФГІГ з досліджуваними речовинами проводять у спиртовому розчині, речовини при цьому 
беруть в еквімолярних кількостях (рекомендовані концентрації речовин становлять 
0,125-0,250 • 10;3 М). Спиртові розчини речовин змішують, через певні проміжки часу на 
спектрофотометрі знімають електронні спектри поглинання. Розраховують константу швид­
кості реакції ДФПГ з досліджуваною сполукою (Кроак) та період иапівперетворєння радикала 
ДФПГ в нерадикальну форму (t50) [13]. 

3.8. Інші біохімічні дослідження 

Для встановлення протекторних властивостей перспективних лікарських засобів додатково 
можна також вивчати протекторну або лікувальну дію досліджуваного засобу на вміст компо­
нентів аденілатної, креатинкіназної, нікотинамідної систем у крові, плазмі, сироватці і органах 
тварин, склад і розподіл основних електролітів (калій, натрій, кальцій, магній), рівень гліко­
гену, активність ферментів гліколізу, окислювального фосфорилювання, пентозофосфатного 
циклу, циклу Кребса, аденілатциклазного та інозитолфосфатного циклів тощо. 

Таблиця 2 
Етапи доклінічного вивчення гіполіпідемічної активності БАР 

І етап 
Скринінг 
гіполіпідемічної 
активності БАР 
Вивчення гострої 
токсичності БАР 

- проводиться на щурах (експериментальні моделі А, Б, В, Г) 
- визначається вплив на показники ліпідограми 
- визначаються ЕД50 та ЛД50 
- обирається референтний препарат (наприклад: ловастатин, 
холестирамін, безафібрат тощо) 

II етап 
Поглиблене вивчення 
специфічної активності 
БАР 

- на кролях (моделі Е, Ж, 3) 
- на мурчаках (моделях А-Е) 
- обирається ЕД50 (на моделях А-Е) 
- обирається референтний препарат (наприклад: ловастатин, 
холестирамін, безафібрат тощо) 

III етап 
Вивчення, підгострої і 
хронічної токсичності 
БАР 

Визначаються: 
- алергізуюча дія 
- місцевоподразнююча дія 
- ульцерогенна дія 
-тератогенна дія 
- ембріотоксична дія 
- мутагенна дія з прогнозом канцерогенності 
- вплив на органи і системи 
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НОРМОВАНІ ВЕЛИЧИНИ ОСНОВНИХ СТРУКТУРНИХ 
ЕЛЕМЕНТІВ ЕКГ СТАТЕВОЗРІЛИХ ЩУРІВ-САМЦІВ 

Храпак В.В. 

Вступ 

Електрокардіографія є одним з важливих методів вивчення функції серця за клінічних умов 
та при експериментальних дослідженнях. Показано, що аналіз структури серцевого циклу дас 
можливість об'єктивно оцінювати основні функції серця при патологічних станах. Інформа­
ція, отримана за допомогою ЕКГ, може бути використана для з'ясування характеру та механіз­
мів біологічної дії різноманітних патогенних факторів на серцево-судинну систему. Для інтер­
претації змін структурних елементів ЕКГ під впливом БАР необхідно мати нормовані величи­
ни цих елементів. Останнім часом для потреб клініцистів розроблено низку таблиць нормова­
них величин структурних елементів ЕКГ. Так, була запропонована таблиця нормальної мак­
симальної тривалості інтервалу Q-T при різних величинах тривалості серцевого циклу, ос­
кільки втрата свідомості та раптова смерть можуть виникати не тільки при рідкісному врод­
женому, але й при більш частому набутому патологічному збільшенні тривалості цього інтер­
валу [1]. Розроблені робочі таблиці для розшифровки електрокардіограми з визначенням сту­
пеня відхилення серця та розрахунку частоти серцевих скорочень за інтервалом R-R [2J. На 
основі нормативних показників розроблена автоматизована система ЕКГ-діагностики [3]. У 
кількох документах [4—6J використані терміни та класифікація ВООЗ з врахуванням досяг­
нень останніх років для створення діагностичних алгоритмів та програм для машинної оброб­
ки електрокардіограм. 

Незважаючи на широке використання електрокардіографічного методу за умов експеримен­
ту при фармакологічних та токсикологічних дослідженнях, сьогодні відсутні систематизова­
ні дані щодо нормованих величин елементів ЕКГ для експериментальних тварин, що суттєво 
утруднює інтерпретацію отриманих даних та їх порівняльний аналіз. Наявні дослідження у 
цьому напрямі не піддавалися відповідному математичному та кореляційно-регресивному 
аналізу [7, 8]. Деякі автори при вивченні окремих фармакологічних засобів аналізували лише 
частину отриманих електрокардіографічних показників [9-14]. Серед вказаних авторів мож­
на назвати окремих дослідників, які детально вивчали структуру ЕКГ у експериментальних 
тварин [15]. Особливо це стосується українських фізіологів та токсикологів [16, 17]. 

Отже, незважаючи на широке застосування білих щурів при проведенні доклінічних дослід­
жень нових БАР, донині низка аспектів нормальної фізіології цих тварин вимагає уточнення, 
що певним чином утруднює інтерпретацію експериментальних матеріалів. Це, зокрема, стосу­
ється і електрофізіології серця. 

Матеріали та методи 

Для створення таблиць нормованих величин структурних елементів ЕКГ статевозрілих щу-
рів-самців були піддані кореляційно-регресивному аналізу ЕКГ понад 70 тварин. При цьому 
ми дотримувалися певних правил та вимог. 
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Розділ III 

Електрофізіологічну активність серця реєструють за допомогою комп'ютерного електрокар­
діографічного комплексу «Пошук» або будь-яким іншим приладом, призначеним для цієї ме­
ти. Для фіксації щурів застосовують спеціальні гумові гамачки різних розмірів залежно від 
розмірів тварин, що мають п'ять отворів: чотири - для кінцівок та один в області проекції сер­
ця на грудну клітку для доступу до області серця для підшкірного введення електродів. Вка­
заний пристрій дає можливість безболісної та зручної фіксації тварин без застосування фар­
макологічних засобів та при мінімальному збудженні, гарантує безпечне проведення проце­
дур під час експерименту, забезпечує якісну реєстрацію ЕКГ при фізіологічному положенні 
тіла тварин. При застосуванні цього пристрою та накладенні електродів ЕКГ на передню пра­
ву, задні кінцівки та в ділянці серця підшкірно реєструється максимально чітка ЕКГ, придат­
на для аналізу па комп'ютерному комплексі «Пошук» або на іншому відповідному приладі. 
Математична обробка експериментального матеріалу проводиться на персональній ЕОМ із 
застосуванням пакету програм [18-20]. 

Аналізу піддаються m (маса тіла, г), t (температура тіла, °С), dP (тривалість зубця Р, с), dPQ 
(тривалість інтервалу P-Q, с), ЇМ (індекс Макроуза - відношення тривалості зубця Р до трива­
лості інтервалу P-Q, але не сегмента P-Q!), dQRS (тривалість інтервалу QRS, c), dQRST (три­
валість інтервалу QRST, c), dRR (тривалість серцевого циклу, с), CHSS (частота серцевих ско­
рочень, уд./хв), SP (систолічний показник - відношення тривалості інтервалу QRST до трива­
лості серцевого циклу R-R), АР (висота зубця Р, мВ), AR (висота зубця R, мВ), AT (висота зуб­
ця Т, мВ) та інші показники. Як відомо, зубець Р відображає збудження передсердь. Інтервал 
P-Q реєструється від початку зубця Р, включаючи його ширину, до початку зубця Q. У щурів, 
як правило, у відведенні «права передня кінцівка - права задня кінцівка - проекція серця на 
грудну клітку» зубець Q не виявляється, отже реєструється інтервал P-R. Цей інтервал від­
дзеркалює час, необхідний для деполяризації передсердь (зубець Р) та проведення імпульсу 
через атріовептрикулярне з'єднання, пучок Гіса та його гілки (період від кінця зубця Р до по­
чатку зубця Q (або зубця R при відсутності зубця Q). Вважається, що інтервал P-Q характери­
зує проходження імпульсу по найдовшій ділянці провідної системи серця [21, 22]. 

Для аналізу структури та динаміки змін ЕКГ здійснювали кореляційно-регресійний аналіз 
19 різних емпіричних показників з визначенням коефіцієнтів кореляції та їх вірогідності, рів­
нянь регресії, їх типу та репрезентативності. Для цього використовували такі 4 математичні 
моделі залежності: лінійна (Y=a+bX), степенева (Y=aXb), скспоненційна (показова) (Y=exp 
(а+ЬХ)) та обернена. (l/Y=a+bX). Як відомо, для більш точної оцінки генерального парамет­
ра Фішер 119] запропонував замінити коефіцієнт кореляції г перетвореною величиною z, яка 
пов'язана з емпіричним коефіцієнтом кореляції таким чином: 

г -1/2 In |(1+г)/(1-г)| або z - 1,15129 lg |(l+r)/(l-r)] 
t ^ Z / S ^ Z ^ n ^ T 
де tz - нормоване відхилення чи критерій Стьюдента. 

Нормовані величини структурних елементів ЕКГ статевозрілих 
щурів-самців. Кореляційно-регресивний аналіз експериментальних даних 

У табл.1 наведені результати кореляційно-регресивного аналізу тих пар структурних еле­
ментів ЕКГ щурів, для яких коефіцієнти кореляції були вірогідними (р<0,05), а математичні 
моделі, які відображають ці співвідношення, були репрезентативними. 

Як видно з табл. 1, спостерігається пряма пропорційна залежність тривалості інтервалу Р-
Q від тривалості серцевого циклу. Необхідно зазначити, що кардіологи виділяють ще 2 сег­
менти: сегмент P-Q, який вимірюється від кінця зубця Р до початку зубця Q (не плутати з 
інтервалом P-Q!), та сегмент S-T, який вимірюється від кінця зубця S до початку зубця Т. 
Зубець Q відображає деполяризацію міжшлуночкової перетинки. Зубець R відображає де­
поляризацію верхівки, передньої, задньої та бокової стінок шлуночків серця. Тривалість ін-
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Таблиця 1 
Зведені результати кореляційно-регресивного аналізу основних структурних елементів 

ЕКГ інтактних статевозрілих щурів-самців 

№ Пари 
показників 

Коефіцієнт 
кореляції, 

г 

Вільний 
член рів­
няння, а 

Вірогід­
ність, 

р 

Кутовий 
коефіцієнт, 

Ь 

Вірогід­
ність, 

р 
Математична модель 

1 m-t -0,4236 1307,65 0,0000 -28,803 0,0006 у=1307,65-28,803х 
2 m-AP 0,2903 5,3958 0,0000 0,3163 0,0221 у=е(5,3958+0,ЗІ63х) 

3 m-AT 0,2522 5,3955 0,0000 0,2390 0,0480 у = е (5.3955+0,2390х) 

4 t ~m -0,4236 38,7286 0,0000 -0,0062 0,0006 у=38,7286-0,0062х 
5 t-dRR -0,3686 3,4434 0,0000 -0,0800 0,0032 у = є 3.4434Х(-0,0Ш) 

6 bCHSS 0,3908 34,0412 0,0000 0,0061 0,0017 у=34,0412+0,006 їх 
7 t dPQ -0,3479 3,5528 0,0000 -0,0170 0,0056 у = е 3,5528 Х(-0,0І70) 

8 t-segPQ -0,2940 3,5851 0,0000 -0,0063 0,0204 у = є 3.5851х (-0,0063) 

9 dP-IM 0,5561 -4,8748 0,0000 0,8883 0,0000 у = є <-4.8748+0,8883х) 

10 dP dRR 0,4282 -0,0090 0,1733 0,2114 0,0005 у=-0,0090+0,2114х 
11 dP CHSS -0,4194 0,0397 0,0000 -0,0000 0,0007 у=0,0397-0,0000х 
12 dP dQRST 0,2617 -2,9514 0,0000 0,4930 0,0399 у = є -2,9514х0,4930 

13 dP segPQ 0,3758 65,5259 0,0000 964,167 0,0026 1/у=65,5259+964,167х 
14 dPQ-t -0,3479 21,9271 0,0174 -7,1218 0,0056 у = е 21,9271 хС"7-1218) 

15 dPQ-IM -0,7106 0,0452 0,0000 -0,0319 0,0000 у=0,0452-0,0319х 
16 dPQ-dQRST -0,3553 0,0424 0,0000 -0,2690 0,0046 у=0,0424-0,2690х 
17 dPQ-SP -0,4213 0,0471 0,0000 -0,0377 0,0006 у=0,0471-0,0377х 
18 dPQ segPQ 0,8704 0,0162 0,0000 0,8292 0,0000 у=0,0162+0,8292х 
19 dPQ-dTP -0,3779 -3,6379 0,0000 -11,5152 0,0024 у = є (-3,6379-11,5152х) 

20 IM-dP 0,5297 2,4502 0,0001 0,6717 0,0000 у = є 2'4502 X0-6 7 1 7 

21 IM-dPQ 0,7855 -0,2846 0,1758 84,3271 0,0000 1/у=-0,2846+84,3271х 
22 IM~dQ-T -0,4642 4,3851 0,0000 -37,7353 0,0001 1/у=4,3851-37,7353х 
23 IM-SP -0,3926 4,0721 0,0000 -3,7763 0,0016 1/у=4,0721-3,7763х 
24 IM~segPQ 0,9765 0,8498 0,0000 99,8735 0,0000 1/у=0,8498+99,8735х 
25 IM~dTP 0,3563 0,6004 0,0000 5,9794 0,0045 у=0,6004+5,9794х 
26 d Q R S - d Q T -0,5600 189,741 0,0000 -1197,13 0,0000 1/у=189,741-1197,13х 
27 dQRS-SP -0,5880 198,468 0,0000 -148,72 0,0000 1/у=198,468-148,72х 
28 dQRS-AP 0,4875 0,0092 0,0000 -0,0073 0,0000 у=0,0092-0,0073х 
29 dQRS-AT 0,3860 0,0093 0,0000 0,0050 0,0019 у=0,0093+0,0050х 
30 dQRS segPQ 0,3255 95,6342 0,0000 875,426 0,0098 1/у=95,6342+875,426х 
31 dQRS dTP -0,3219 -4,4867 0,0000 -6,7098 0,0107 у = е (-4,4867-6,7098х) 

32 d Q - T I M 0,4496 -2,5551 0,0000 0,1883 0,0003 у = е (-2,5551 )х0,1883 

33 dQRST-dP -0,2742 16,2233 0,0000 -144,979 0,0310 1/у=16,2233- 144,979х 
34 dO-T dPQ 0,3997 11,541 0,0000 110724 0,0013 1/у=11,541 + ПО, 724х 
35 d Q - T d R R 0,3772 -0,9231 0,0936 0,7827 0,0025 у = e(-0,923l) x 0,7827 

36 dO -T CHSS 0,3877 1,9454 0,6038 0,0227 0,0018 1/у=1,9454+0,0227х 
37 d Q - T d Q R S 0,5509 -0,8984 0,0103 0,3763 0,0000 у = е(-0.8984) х 0,3763 

38 dQ-T-SP 0,8752 -2,209 0,0000 0,9407 0,0000 у = е(-2,209) х 0,9407 

39 dO-T segPQ 0,5176 12,9874 0,0000 136,614 0,0000 lfy= 12,9874+136,614х 
40 d Q T - d T P -0,4304 0,0804 0,0000 -0,4287 0,0005 у=0,0804-0,4287х 
41 d R R t 0,3912 -6,7973 • 0,1589 0,4209 0,0017 у=-6,7973+0,4209х 
42 dRR dP 0,4282 0,1002 0,0000 0,8674 0,0005 у=0,1002+0,8674х 
43 dRR dQRST 0,3772 -1,7040 0,0000 0,1818 0,0025 у = е(-І,7040) х0,І818 

44 dRR-CHSS -0,9994 4,0864 0,0000 -0,9989 0,0000 у = е 4,0864 х(-0,9989) 

45 dRR-dTP 0,3828 0,1017 0,0000 0,3065 0,0021 у=0,1077+0,3065х 
46 CHSS-t 0,3909 -406,97 0,1596 25,2188 0,0017 у=-406,97х+25,2188 
47 CHSS dP 0,4250 0,00167 0,0000 0,0144 0,0006 1/у=0,00167+0,0144х 
48 CHSS-dQRST -0,3811 5,7921 0,0000 -0,1838 0,0022 у = є 5-7 9 2 1 X І"0,1838) 

49 CHSS-dRR 0,9994 -0,0000 0,9842 0,0167 0,0000 1/у=-0,0000+0,0167х 
50 CHSS-dTP 0,3863 0,0018 0,0000 0,0052 0,0019 1/у=0,0018+0,0052х 
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Розділ НІ 
Продовження таблиці 1 

№ Пари 
показників 

Коефіцієнт 
кореляції, 

г 

Вільний 
член рів­
няння, а 

Вірогід­
ність, 

р 

Кутовий 
коефіцієнт, 

b 

Вірогід­
ність, 

р 
Математична модель 

51 SP dPO 0,4474 1,2957 0,0000 12,6119 0,0003 1/у=1,2957+12,6119х 
52 SP-dQRS 0,5772 1,2400 0,0001 0,3667 0,0000 у = е 1,2400 х 0,3667 

53 SP-dQRST -0,8753 2,9442 0,0000 -18,6853 0,0000 1/у=2,9442-18,6853х 
54 SP-AP 0,2787 0,6222 0,0000 0,1606 0,0282 у=0,6222+0,1606х 
55 SP-segPQ 0,4708 1,4834 0,0000 12,6418 0,0001 1/у=1,4834+12,6418х 
56 SP-dTP -0,6512 0,7412 0,0000 -5,4817 0,0000 у=0,7412-5,4817х 
57 AP-m 0,2902 -0,1218 0,2906 0,0011 0,0221 у=-0,1218+0,0011х 
58 AP-dQRS 0,4875 -0,1903 0,0192 32,4039 0,0001 у=-0,1903+32,4039х 
59 AP SP 0,2787 -0,1694 0,2317 0,4836 0,0282 у=-0,1694+0,4836х 
60 AP-AT 0,9193 -0,0094 ' 0,4237 0,7999 0,0000 у=-0,0094+0,7999х 
61 AP dTP -0,3371 0,2289 0,0000 -4,9238 0,0074 у=0,2289-4,9238х 
62 AT m 0,2520 -0,0738 0,5806 0,0011 0,0482 у=-0,0738+0,0011х 
63 AT-dQRS 0,3860 -0,1129 0,2442 29,4886 0,0020 у=-0,1129+29,4886х 
64 AT-AP 0,9193 -0,0394 0,0025 1,0565 0,0000 у=-0,0394+1,0565х 
65 AT dTP -0,2825 0,2732 0,0000 -4,7426 0,0261 у=0,2732-4,7426х 
66 segPO-t -0,2940 44,1385 0,0371 -13,637 0,0204 у = е 44,1385 х (-13637) 

67 segPQ-dP -0,3422 0,0181 0,0000 -0,6855 0,0065 у=0,0181-0,6855х 
68 segPO-dPO 0,8704 -0,0129 0,0000 0,9136 0,0000 у=-0,0129+0,9136х 
69 segPO IM -0,9391 0,0391 0,0000 -0,0443 0,0000 у=0,0391-0,0443х 
70 segPQ-dQRS -0,2500 0,0171 0,0006 -0,9008 0,0500 у=0,0171-0,9008х 
71 segPQ dQRST -0,4644 0,0348 0,0000 -0,3691 0,0001 у=0,0348-0,3691х 
72 segPQ-SP -0,4176 0,0332 0,0000 -0,0393 0,0007 у=0,0332-0,0393х 
73 segPO dTP 0,4369 135,422 0,0000 5208,05 0,0004 1/у=135,422+5208,05х 
74 dTP dPQ -0,3546 0,0282 0,0000 -0,4702 0,0047 у=0,0282-0,4702х 
75 dTP IM 0,3563 0,0025 0,6265 0,0212 0,0045 у=0,0025+0,0212х 
76 dTP-dORS -0,3195 0,0325 0,0000 -1,4541 0,0114 у=0,03525-1,4541х 
77 dTP dQRST -0,4483 -2,0549 0,0008 -30,5191 0,0003 у = е(-2,0549-30,5І91х) 

тервалу P-Q прямо корелює з величиною тривалості серцевого циклу. Для кардіологів роз­
роблені таблиці максимальної нормальної тривалості інтервалу P-Q нри різній частоті сер­
цевих скорочень. 

Висота зубця R у щурів-самців у наших дослідженнях дорівнювала 0,834+0,047 см. Відстань 
від початку зубця Q до проекції вершини зубця R па ізоелсктричну лінію отримала назву «часу 
внутрішнього відхилення» (інтервал Q-R). Цей показник має гсчше діагностичне значення, ос­
кільки вважають, що він відображає час розповсюдження збудження від ендокарду до епікарду 
у ділянці розташування електрода і його застосовують для оцінки послідовності збудження 
шлуночків серця. Комплекс QRS вимірюється від початку зубіш Q до кінця зубця S. У інтактних 
щурів-самців його тривалість дорівнювала 0,01+0,0005 с Вказаний комплекс віддзеркалює про­
цеси деполяризації шлуночків. Відстань від кінця комплексу QRS до початку зубця Т отримала 
назву сегмента S-T, який характеризує період повільного згасання збудження шлуночків та по­
чаток повільної реполяризації. Вважають, що характер сегмента S-T (R-T) може мати у клініці 
суттєве діагностичне значення. Так, зміщення його вище ізоелектричної лінії може відбуватися 
при гострій ішемії чи інфаркті міокарда, аневризмі серця, при перикардитах, іноді при дифузних 
міокардитах, гіпертрофії шлуночків, а також у здорових осіб із синдромом ранньої реполяриза­
ції шлуночків. Зміщення сегмента S-T (R-T) вниз (горизонтальна депресія) може бути ознакою 
коронарної недостатності. Нисхідна депресія сегменту S-T (R-T), найбільш виражена у кінцевій 
його частині, може вказувати на гіпертрофію шлуночків та повну блокаду ніжок пучка Пса. Змі­
щення цього сегмента у вигляді дуги, вигнутої вниз, може вказувати на гіпокалісмію при дигіта-
лісній інтоксикації, а висхідна депресія відповідно - при вираженій тахікардії. 
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Зубець Т відображає процес швидкої реполяризації шлуночків. Вважають, що зміни зубця Т 

не є специфічними. Зокрема збільшення його вольтажу спостерігається при ішемії міокарда, 
гіпертрофії лівого шлуночка, гіперкаліємії. Зменшення амплітуди зубця Т спостерігається 
при дистрофії міокарда, кардіоміопатіях, атеросклеротичному та постінфарктному кардіос­
клерозі, ексудативному перикардиті. Двофазні (інвертовані) зубці Т можуть бути при хроніч­
ній коронарній недостатності, інфаркті міокарда, гіпертрофії шлуночків, дистрофіях міокар­
да, міокардіопатіях, міокардиті, перикардиті, гіпокаліємії, порушеннях мозкового кровообігу. 
Вважають, що при встановленні змін зубця Т, їх необхідно співставити із змінами комплексу 
QRS та, відповідно, сегмента S-T. Сегмент Q-T (QRST) вимірюється від початку зубця Q (або 
R, якщо зубець Q відсутній) до кінця зубця Т і віддзеркалює електричну систолу шлуночків 
серця. Тривалість інтервалу Q-T (QRST) залежить від багатьох факторів, і перш за все від три­
валості серцевого циклу. Для визначення нормованої тривалості інтервалу Q-T (QRST) кліні­
цисти застосовують формулу Базстта: 

Q-T= K - V R - R , 

де R-R означає тривалість серцевого циклу, при цьому К для чоловіків дорівнював 0,37, а 
для жінок - 0,40, відповідно. 

У клініці для співставлення тривалості цього інтервалу з тривалістю серцевого циклу вико­
ристовується показник коригованого інтервалу (Q-T(k)), який визначається за формулою: 

Q - T ( k ^ r 4 H H H 

V R - R 
Необхідно додати, ото для клініцистів запропоновано низку таблиць, де наводяться мінімаль­

ні та максимальні величини тривалості інтервалу Q-T у нормі при різній частоті серцевих ско­
рочень. Скорочення інтервалу Q-T (QRST) спостерігається при гіперкальціємії, інтоксикації 
препаратами наперстянки [23-26|. Подовження цього інтервалу може спостерігатися при гіпо-
кальціємії, при дифузних ураженнях міокарда та центральної нервової системи. Існують дані лі­
тератури, які вказують, що інтервал Q-T (QRST) збільшується під виливом хінідину, кордаро-
ну, похідних фенотіазину, при отруєнні алкалоїдами та речовинами холіноміметичної дії. Рів­
няння регресії, наведені у табл. 1, були використані для розрахунку нормованих величин інтер­
валів <JP, dP-Q, dQ-T (QRST) та dT-Q, тобто таких, які найбільш часто використовуються у ек­
спериментальних дослідженнях для оцінки характеру впливу БАР на серцево-судинну систему. 

Далі наведені відповідні таблиці (2-5) для знаходження нормованих величин структурних 
елементів ЕКГ у щурів за відомою частотою серцевих скорочень. 

Діастолічний інтервал Т-Р вимірюється від кінця зубця Т та до початку зубця Р і характе­
ризує період спокою міокарда (діастола). 

При функціональній діагностиці стану серцево-судинної системи за допомогою електрокар­
діографії при порушеннях структури ЕКГ суттєву увагу приділяють стану електролітного ба­
лансу, який виникає при багаторазовому блюванні, поносах, передозуваннях сечогінних пре­
паратів, нри цукровому діабеті, при тривалому застосуванні засобів, які пригнічують реабсор­
бцію калію (кортикостероїди), при хворобі Іценко-Кушінга та інших станах. Надлишок калію 
(ураження нирок із зниженням діурезу, при передозуваннях препаратів калію) проявляється 
високим загостреним зубцем Т, зменшенням інтервалу Q-T (QRST), суттєвим уповільненням 
атріовентрикулярної провідності, зменшенням амплітуди зубця Р, розширенням комплексу 
QRS, синусовою брадикардією, зплощенням та інверсією зубця Т, депресією сегменту S-T. Де­
фіцит кальцію проявляється подовженням інтервалу Q-T, зниженням вольтажу зубця Т та 
скороченням інтервалу P-Q. Надлишок кальцію скорочує інтервал Q-T та збільшує трива­
лість інтервалу P-Q 122-28]. 

Отже у інтактних статевозрілих щурів-самців отримано такі середні показники тривалості 
інтервалів ЕКГ (мс): dP - 15 (13,3% від тривалості серцевого циклу dR-R), dPQ - 23 (20,3%), 
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Розділ III 
Таблиця 2 

Нормовані величини тривалості інтервалу dP (с) залежно від частоти 
серцевих скорочень у статевозрілих щурів самців 

чсс, 
уд./хв 

Треті знаки чисел чсс, 
уд./хв 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
200 0,0289 0,0289 0,0288 0,0288 0,0287 0,0287 0,0287 0,0286 0,0286 0,0285 
210 0,0285 0,0285 0,0284 0,0284 0,0283 0,0283 0,0283 0,0282 0,0282 0,0281 
220 0,0281 0,0281 0,028 0,028 0,0279 0,0279 0,0278 0,0278 0,0278 0,0277 
230 0,0277 0,0276 0,0276 0,0276 0,0275 0,0275 0,0274 0,0274 0,0274 0,0273 
240 0,0273 0,0272 0,0272 0,0272 0,0271 0,0271 0,027 0,027 0,027 0,0269 
250 0,0269 0,0268 0,0268 0,0267 0,0267 0,0267 0,0266 0,0266 0,0265 0,0265 
260 0,0265 0,0264 0,0264 0,0263 0,0263 0,0263 0,0262 0,0262 0,0261 0,0261 
270 0,0261 0,026 0,026 0,0259 0,0259 0,0259 0,0258 0,0258 0,0257 0,0257 
280 0,0256 0,0256 0,0256 0,0255 0,0255 0,0254 0,0254 0,0254 0,0253 0,0253 
290 0,0252 0,0252 0,0252 0,0251 0,0251 0,025 0,025 0,025 0,0249 0,0249 
300 0,0248 0,0248 0,0248 0,0247 0,0247 0,0246 0,0246 0,0245 0,0245 0,0245 
310 0,0244 0,0244 0,0243 0,0243 0,0243 0,0242 0,0242 0,0241 0,0241 0,0241 
320 0,024 0,024 0,0239 0,0239 0,0239 0,0238 0,0238 0,0237 0,0237 0,0237 
330 0,0236 0,0236 0,0235 0,0235 0,0234 0,0234 0,0234 0,0233 0,0233 0,0232 
340 0,0232 0,0232 0,0231 0,0231 0,0230 0,0230 0,0230 0,0229 0,0229 0,0228 
350 0,0228 0,0228 0,0227 0,0227 0,0226 0,0226 0,0225 0,0225 0,0225 0,0224 
360 0,0224 0,0223 0,0223 0,0223 0,0222 0,0222 0,0221 0,0221 0,0221 0,022 
370 0,022 0,0219 0,0219 0,0219 0,0218 0,0218 0,0217 0,0217 0,0217 0,0216 
380 0,0216 0,0215 0,0215 0,0214 0,0214 0,0214 0,0213 0,0213 0,0212 0,0212 
390 0,0212 0,0211 0,0211 0,021 0,021 0,0210 0,0209 0,0209 0,0208 0,0208 
400 0,0208 0,0207 0,0207 0,0206 0,0206 0,0206 0,0205 0,0205 0,0204 0,0204 
410 0,0203 0,0203 0,0203 0,0202 0,0202 0,0201 0,0201 0,0201 0,02 0,02 
420 0,0199 0,0199 0,0199 0,0198 0,0198 0,0197 0,0197 0,0197 0,0196 0,0196 
430 0,0195 0,0195 0,0195 0,0194 0,0194 0,0193 0,0193 0,0192 0,0192 0,0192 
440 0,0191 0,0191 0,019 0,019 0,019 0,0189 0,0189 0,0188 0,0188 0,0188 
450 0,0187 0,0187 0,0186 0,0186 0,0186 0,0185 0,0185 0,0184 0,0184 0,0184 
460 0,0183 0,0183 0,0182 0,0182 0,0181 0,0181 0,0181 0,018 0,018 0,0179 
470 0,0179 0,0179 0,0178 0,0178 0,077 0,077 0,0177 0,076 0,0176 0,0175 
480 0,0175 ' 0,0175 0,0174 0,0174 0,0173 0,0173 0,0173 0,0172 0,0172 0,071 
490 0,0171 0,017 0,017 0,017 0,0169 0,0169 0,0168 0,0168 0,0168 0,0167 
500 0,0167 0,0166 0,0166 0,0166 0,0165 0,0165 0,0164 0,0164 0,0164 0,0163 
510 0,0163 0,0162 0,0162 0,0162 0,0161 0,0161 0,016 0,016 0,0159 0,0159 
520 0,0159 0,0158 0,0158 0,0157 0,0157 0,0157 0,0156 0,0156 0,0155 0,0155 
530 0,0155 0,0154 0,0154 0,0153 0,0153 0,0153 0,0152 0,0152 0,0151 0,0151 
540 0,0151 0,015 0,015 0,0149 0,0149 0,0148 0,0148 0,0148 0,0147 0,0147 
550 0,0146 0,0146 0,0146 0,0145 0,0145 0,0144 0,0144 0,0144 0,0143 0,0143 
560 0,0142 0,0142 0,0142 0,0141 0,0141 0,014 0,014 0,014 0,0139 0,0139 
570 0,0138 0,0138 0,0137 0,0137 0,0137 0,0136 0,0136 0,0135 0,0135 0,0135 
580 0,0134 0,0134 0,0133 0,0133 0,0133 0,0132 0,0132 0,0131 0,0131 0,0131 
590 0,013 0,013 0,0129 0,0129 0,0129 0,0128 0,0128 0,0127 0,0127 0,0126 
600 0,0126 0,0126 0,0125 0,0125 0,0124 0,0124 0,0124 0,0123 0,0123 0,0122 
610 0,0122 0,0122 0,0121 0,0121 0,0120 0,0120 0,0120 0,0119 0,0119 0,0118 
620 0,0118 0,0118 0,0117 0,0117 0,0116 0,0116 0,0115 0,0115 0,0115 0,0114 
630 0,0114 0,0113 0,0113 0,0113 0,0112 0,0112 0,0111 0,0111 0,0111 0,0110 
640 0,011 0,0109 0,0109 0,0109 0,0108 0,0108 0,0107 0,0107 0,0107 0,0106 
650 0,0106 0,0105 0,0105 0,0104 0,0104 0,0104 0,0103 0,0103 0,0103 0,0102 
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Таблиця З 
Нормовані величини тривалості інтервалу dPQ (с) залежно від частоти серцевих скоро­

чень у статевозрілих щурів-самців 
чсс, 
уд/хв 

Треті знаки чисел чсс, 
уд/хв 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
200 0,0335 0,0334 0,0334 0,0334 0,0333 0,0333 0,0333 0,0332 0,0332 0,0331 
210 0,0331 0,0331 0,033 0,033 0,033 0,0329 0,0329 0,0328 0,0328 0,0328 
220 0,0327 0,0327 0,0326 0,0326 0,0326 0,0325 0,0325 0,0325 0,0324 0,0324 
230 0,0323 0,0323 0,0323 0,0322 0,0322 0,0321 0,0321 0,0321 0,032 0,032 
240 0,032 0,0319 0,0319 0,0318 0,0318 0,0318 0,0317 0,0317 0,0317 0,0316 
250 0,0316 0,0315 0,0315 0,0315 0,0314 0,0314 0,0313 0,0313 0,0313 0,0312 
260 0,0312 0,0312 0,0311 0,0311 0,031 0,031 0,031 0,0309 0,0309 0,0309 
270 0,0308 0,0308 0,0307 0,0307 0,0307 0,0306 0,0306 0,0305 0,0305 0,0305 
280 0,0304 0,0304 0,0304 0,0303 0,0303 0,0302 0,0302 0,0302 0,0301 0,0301 
290 0,0301 0,03 0,03 0,0299 0,0299 0,0299 0,0298 0,0298 0,0297 0,0297 
300 0,0297 0,0296 0,0296 0,0296 0,0295 0,0295 0,0294 0,0294 0,0294 0,0293 
310 0,0293 0,0293 0,0292 0,0292 0,0291 0,0291 0,0291 0,029 0,029 0,0289 
320 0,0289 0,0289 0,0288 0,0288 0,0288 0,0287 0,0287 0,0286 0,0286 0,0286 
330 0,0285 0,0285 0,0285 0,0284 0,0284 0,0283 0,0283 0,0283 0,0282 0,0282 
340 0,0281 0,0281 0,0281 0,028 0,028 0,028 0,0279 0,0279 0,0278 0,0278 
350 0,0278 0,0277 0,0277 0,0277 0,0276 0,0276 0,0275 0,0275 0,0275 0,0274 
360 0,0274 0,0273 0,0273 0,0273 0,0272 0,0272 0,0272 0,0271 0,0271 0,027 
370 0,027 0,027 0,0269 0,0269 0,0269 0,0268 0,0268 0,0267 0,0267 0,0267 
380 0,0266 0,0266 0,0265 0,0265 0,0265 0,0264 0,0264 0,0264 0,0263 0,0263 
390 0,0262 0,0262 0,0262 0,0261 0,0261 0,0261 0,026 0,026 0,0259 0,0259 
400 0,0259 0,0258 0,0258 0,0257 0,0257 0,0257 0,0256 0,0256 0,0256 0,0255 
410 0,0255 0,0254 0,0254 0,0254 0,0253 0,0253 0,0253 0,0252 0,0252 0,0251 
420 0,0251 0,0251 0,025 0,025 0,0249 0,0249 0,0249 0,0248 0,0248 0,0248 
430 0,0247 0,0247 0,0246 0,0246 0,0246 0,0245 0,0245 0,0245 0,0244 0,0244 
440 0,0243 0,0243 0,0243 0,0242 0,0242 0,0241 0,0241 0,0241 0,024 0,024 
450 0,024 0,0239 0,0239 0,0238 0,0238 0,0238 0,0237 0,0237 0,0237 0,0236 
460 0,0236 0,0235 0,0235 0,0235 0,0234 0,0234 0,0233 0,0233 0,0233 0,0232 
470 0,0232 0,0232 0,0231 0,0231 0,023 0,023 0,023 0,0229 0,0229 0,0229 
480 0,0228 0,0228 0,0227 0,0227 0,0227 0,0226 0,0226 0,0225 0,0225 0,0225 
490 0,0224 0,0224 0,0224 0,0223 0,0223 0,0222 0,0222 0,0222 0,0221 0,0221 
500 0,0221 0,022 0,022 0,0219 0,0219 0,0219 0,0218 0,0218 0,0217 0,0217 
510 0,0217 0,0216 0,0216 0,0216 0,0215 0,0215 0,0214 0,0214 0,0214 0,0213 
520 0,0213 0,0213 0,0212 0,0212 0,0211 0,0211 0,0211 0,021 0,021 0,0209 
530 0,0209 0,0209 0,0208 0,0208 0,0208 0,0207 0,0207 0,0206 0,0206 0,0206 
540 0,0205 0,0205 0,0205 0,0204 0,0204 0,0203 0,0203 0,0203 0,0202 0,0202 
550 0,0201 0,0201 0,0201 0,02 0,02 0,02 0,0199 0,0199 0,0198 0,0198 
560 0,0198 0,0197 0,0197 0,0197 0,0196 0,0196 0,0195 0,0195 0,0195 0,0194 
570 0,0194 0,0193 0,0193 0,0193 0,0192 0,0192 0,0192 0,0191 0,0191 0,019 
580 0,019 0,019 0,0189 0,0189 0,0189 0,0188 0,0188 0,0187 0,0187 0,0187 
590 0,0186 0,0186 0,0186 0,0185 0,0185 0,0184 0,0184 0,0184 0,0183 0,0183 
600 0,0182 0,0182 0,0182 0,0181 0,0181 0,018 0,018 0,018 0,0179 0,0179 
610 0,0179 0,0178 0,0178 0,0177 0,0177 0,0177 0,0176 0,0176 0,0176 0,0175 
620 0,0175 0,0174 0,0174 0,0174 0,0173 0,0173 0,0172 0,0172 0,0172 0,0171 
630 0,0171 0,0171 0,017 0,017 0,0169 0,0169 0,0169 0,0168 0,0168 0,0168 
640 0,0167 0,0167 0,0166 0,0166 0,0166 0,0165 0,0165 0,0164 0,0164 0,0164 
650 0,0163 0,0163 0,0163 0,0162 0,0162 0,0161 0,0161 1 0,0161 0,016 0,016 

278 ДОІІЛІІІІЧІІІ досліджений .лікартмімч aacuGiit (методичні рекомендації) 



Розділ III 
Таблиця 4 

Нормовані величини тривалості інтервалу Q-T (QRST) (с) у статевозрілих щурів-самців 
залежно від частоти серцевих скорочень 

чсс, 
уд./хв 

Треті знаки чисел чсс, 
уд./хв 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
200 0,154 0,1535 0,1529 0,1524 0,1519 0,1514 0,1508 0,1503 0,1498 0,1493 
210 0,1488 0,1483 0,1478 0,1473 0,1468 0,1463 0,1458 0,1454 0,1449 0,1444 
220 0,1439 0,1435 0,143 0,1425 0,1421 0,1416 0,1412 0,1407 0,1403 0,1398 
230 0,1394 0,1389 0,1385 0,1381 0,1376 0,1372 0,1368 0,1363 0,1359 0,1355 
240 0,1351 0,1347 0,1343 0,1339 0,1335 0,133 0,1326 0,1322 0,1319 0,1315 
250 0,1311 0,1307 0,1303 0,1299 0,1295 0,1291 0,1288 0,1284 0,128 0,1276 
260 0,1273 0,1269 0,1265 0,1262 0,1258 0,1255 0,1251 0,1247 0,1244 0,124 
270 0,1237 0,1233 0,123 0,1227 0,1223 0,122 0,1216 0,1213 0,121 0,1206 
280 0,1203 0,12 0,1197 0,1193 0,119 0,1187 0,1184 0,118 0,1177 0,1174 
290 0,1171 0,1168 0,1165 0,1162 0,1159 0,1156 0,1153 0,115 0,1147 0,1144 
300 0,1141 0,1138 0,1135 0,1132 0,1129 0,1126 0,1123 0,112 0,1117 0,1115 
310 0,1112 0,1109 0,1106 0,1103 0,1101 0,1098 0,1095 0,1093 0,109 0,1087 
320 0,1084 0,1082 0,1079 0,1076 0,1074 0,1071 0,1069 0,1066 0,1063 0,1061 
330 0,1058 0,1056 0,1053 0,1051 0,1048 0,1046 0,1043 0,1041 0,1038 0,1036 
340 0,1033 0,1031 0,1029 0,1026 0,1024 0,1021 0,1019 0,1017 0,1014 0,1012 
350 0,101 0,1007 0,1005 0,1003 0,1001 0,0998 0,0996 0,0994 0,0992 0,0989 
360 0,0987 0,0985 0,0983 0,098 0,0978 0,0976 0,0974 0,0972 0,097 0,0968 
370 0,0965 0,0963 0,0961 0,0959 0,0957 0,0955 0,0953 0,0951 0,0949 0,0947 
380 0,0945 0,0943 0,0941 0,0939 0,0937 0,0935 0,0933 0,0931 0,0929 0,0927 
390 0,0925 0,0923 0,0921 0,0919 0,0917 0,0915 0,0913 0,0911 0,091 0,0908 
400 0,0906 0,0904 0,0902 0,09 0,0898 0,0897 0,0895 0,0893 0,0891 0,0889 
410 0,0887 0,0886 0,0884 0,0882 0,088 0,0879 0,0877 0,0875 0,0873 0,0872 
420 0,087 0,0868 0,0867 0,0865 0,0863 0,0861 0,086 0,0858 0,0856 0,0855 
430 0,0853 0,0851 0,085 0,0848 0,0846 0,0845 0,0843 0,0842 0,084 0,0838 
440 0,0837 0,0835 0,0834 0,0832 0,0831 0,0829 0,0827 0,0826 0,0824 0,0823 
450 0,0821 0,082 0,0818 0,0817 0,0815 0,0814 0,0812 0,0811 0,0809 0,0808 
460 0,0806 0,0805 0,0803 0,0802 0,08 0,0799 0,0797 0,0796 0,0794 0,0793 
470 0,0792 . 0,079 0,0789 0,0787 0,0786 0,0785 0,0783 0,0782 0,078 0,0779 
480 0,0778 0,0776 0,0775 0,0774 0,0772 0,0771 0,0769 0,0768 0,0767 0,0765 
490 0,0764 0,0763 0,0761 0,076 0,0759 0,0758 0,0756 0,0755 0,0754 0,0752 
500 0,0751 0,075 0,0749 0,0747 0,0746 0,0745 0,0743 0,0742 0,0741 0,074 
510 0,0738 0,0737 0,0736 0,0735 0,0734 0,0732 0,0731 0,073 0,0729 0,0727 
520 0,0726 0,0725 0,0724 0,0723 0,0722 0,072 0,0719 0,0718 0,0717 0,0716 
530 0,0714 0,0713 0,0712 0,0711 0,071 0,0709 0,0708 0,0706 0,0705 0,0704 
540 0,0703 0,0702 0,0701 0,07 0,0699 0,0697 0,0696 0,0695 0,0694 0,0693 
550 0,0692 0,0691 0,069 0,0689 0,0688 0,0687 0,0686 0,0684 0,0683 0,0682 
560 0,0681 0,068 0,0679 0,0678 0,0677 0,0676 0,0675 0,0674 0,0673 0,0672 
570 0,0671 0,067 0,0669 0,0668 0,0667 0,0666 0,0665 0,0664 0,0663 0,0662 
580 0,0661 0,066 0,0659 0,0658 0,0657 0,0656 0,0655 0,0654 0,0653 0,0652 
590 0,0651 0,065 0,0649 0,0648 0,0647 0,0646 0,0645 0,0644 0,0643 0,0642 
600 0,0642 0,0641 0,0640 0,0639 0,0638 0,0637 0,0636 0,0635 0,0634 0,0633 
610 0,0632 0,0631 0,063 0,063 0,0629 0,0628 0,0627 0,0626 0,0625 0,0624 
620 0,0623 0,0622 0,0622 0,0621 0,062 0,0619 0,0618 0,0617 0,0616 0,0615 
630 0,0615 0,0614 0,0613 0,0612 0,0611 0,0610 0,061 0,0609 0,0608 0,0607 
640 0,0606 0,0605 0,0604 0,0604 0,0603 0,0602 0,0601 0,06 0,06 0,0599 
650 0,0598 0,0597 0,0596 0,0595 0,0595 0,0594 0,0593 0,0592 0,0591 0,0591 
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Таблиця 5 

Нормовані (очікувані) величини тривалості інтервалу Т-Р (діастола) (с) у інтактних 
статевозрілих щурів-самців залежно від частоти серцевих скорочень 

чсс, 
уд\хв 

Т р е т і з н а к и ч и с е л чсс, 
уд\хв 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
200 0,0679 0,0667 0,0764 0,0657 0,0672 0,0671 0,0669 0,0667 0,0666 0,0664 
210 0,0062 0,0661 0,0659 0,0657 0,0656 0,0654 0,0653 0,0651 0,0649 0,0648 
220 0,0646 0,0644 0,0643 0,0641 0,0639 0,0638 0,0636 0,0635 0,0633 0,0631 
230 0,063 0,0628 0,0626 0,0625 0,0623 0,0621 0,062 0,0618 0,0617 0,0615 
240 0,0613 0,0612 0,061 0,0608 0,0607 0,0605 0,0603 0,0602 0,06 0,598 
250 0,0597 0,0595 0,0594 0,0592 0,059 0,0589 0,0587 0,0585 0,0584 0,0582 
260 0,058 0,0579 0,0577 0,0576 0,0574 0,0572 0,0571 0,0569 0,0567 0,0566 
270 0,0564 0,0562 0,0561 0,0559 0,0557 0,0556 0,0554 0,0553 0,0551 0,0549 
280 0,0548 0,0546 0,0544 0,0543 0,0541 0,0539 0,0538 0,0536 0,0535 0,0533 
290 0,0531 0,053 0,0528 0,0526 0,0525 0,0523 0,0521 0,052 0,0518 0,0516 
300 0,0515 0,0513 0,0512 0,051 0,0508 0,0507 0,0505 0,0503 0,0502 0,05 
310 0,0498 0,0497 0,0495 0,0494 0,0492 0,049 0,0489 0,0487 0,0485 0,0484 
320 0,0482 0,048 0,0479 0,0477 0,0476 0,0474 0,0472 0,0471 0,0469 0,0467 
330 0,0466 0,0464 0,0462 0,0461 0,0459 0,0457 0,0456 0,0454 0,0453 0,0451 
340 0,0449 0,0448 0,0446 0,0444 0,0443 0,0441 0,0439 0,0438 0,0436 0,0435 
350 0,0433 0,0431 0,043 0,0428 0,0426 0,0425 0,0423 0,0421 0,042 0,0418 
360 0,0416 0,0415 0,0413 0,0412 0,041 0,0408 0,0407 0,0405 0,0403 0,0402 
370 0,04 0,0398 0,0397 0,0395 0,0394 0,0392 0,039 0,0389 0,0387 0,0385 
380 0,0384 0,0382 0,038 0,0379 0,0377 0,0375 0,0374 0,0372 0,0371 0,0369 
390 0,0367 0,0366 0,0364 0,0362 0,0361 0,0359 0,0357 0,0356 0,0354 0,0353 
400 0,0351 0,0349 0,0348 0,0346 0,0344 0,0343 0,0341 0,0339 0,0338 0,0336 
410 0,0334 0,0333 0,0331 0,033 0,0328 0,0326 0,0325 0,0323 0,0321 0,032 
420 0,0318 0,0316 0,0315 0,0313 0,0312 0,031 0,0308 0,0307 0,0305 0,0303 
430 0,0302 0,03 0,0298 0,0297 0,0295 0,0294 0,0292 0,029 0,0289 0,0287 
440 0,0285 0,0284 0,0282 0,028 0,0279 0,0277 0,0275 0,0274 0,0272 0,0271 
450 0,0269 0,0267 0,0266 0,0264 0,0262 0,0261 0,0259 0,0257 0,0256 0,0254 
460 0,0253 0,0251 0,0249 0,0248 0,0246 0,0244 0,0243 0,0241 0,0239 0,0238 
470 0,0236 0,0234 0,0233 0,0231 0,023 0,0228 0,0226 0,0225 0,0223 0,0221 
480 0,022 0,0218 0,0216 0,0215 0,0213 0,0212 0,021 0,0208 0,0207 0,0205 
490 0,0203 0,0202 0,02 0,0198 0,0197 0,0195 0,0193 0,0192 0,019 0,0189 
500 0,0187 0,0185 0,0184 0,0182 0,018 0,0179 0,0177 0,0175 0,0174 0,0172 
510 0,0171 0,0169 0,0167 0,0166 0,0164 0,0162 0,0161 0,0159 0,0157 0,0156 
520 0,0154 0,0152 0,0151 0,0149 0,0148 0,0146 0,0144 0,0143 0,0141 0,0139 
530 0,0138 0,0136 0,0134 0,0133 0,0131 0,013 0,0128 0,0126 0,0125 0,0123 
540 0,0121 0,012 0,0118 0,0116 0,0115 0,0113 0,0112 0,011 0,0108 0,0107 
550 0,0105 0,0103 0,0102 0,01 0,0098 0,0097 0,0095 0,0093 0,0092 0,009 
560 0,0089 0,0087 0,0085 0,0084 0,0082 0,008 0,0079 0,0077 0,0075 0,0074 
570 0,0072 0,0071 0,0069 0,0067 0,0066 0,0064 0,0062 0,0061 0,0059 0,0057 
580 0,0056 0,0054 0,0052 0,0051 0,0049 0,0048 0,0046 0,0044 0,0043 0,0041 
590 0,0039 0,0038 0,0036 0,0034 0,0033 0,0031 0,003 0,0028 0,0026 0,0025 
600 0,0023 0,0021 0,002 0,0018 0,0016 0,0015 0,0013 0,0011 0,0009 0,0008 
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сегмент PQ - 8 (7,1% ), dQRS - 10 (8,8%), dQ-T - 73 (64,6%), dTP - 18 (15,9%), відповідно. 
Тривалість серцевого циклу dR-R становила 113 мс (100%). Для порівняння можна зазначи-
ш, що тривалість шіервалу dQRST у людини знаходиться в межах від 465 до 240 мс і сіано-
виїь від 31,4% до 73,8% від тривалості серцевою циклу. 

Як видно з наведених рівнянь реіреси, залежність між показниками задовільно описувалася 
однією з чоіирьох математичних моделей, лінійною, степеневою, експоненщйною чи обер­
неною 

Характер зміни структури ЕКГ статевозрілих щурів-самців 
під впливом деяких БАР 

Під впливом БАР структура ЕКГ суттєво змінювалася. Так, корглікон (2,5 мі/кг, в/м ) че­
рез 1 год зменшував ішервали dP, dPQ, ЧСС та подовжував серцевий цикл і діастолу (dTP) 
Через 4 і од вказані зміни залишалися і навіть дещо поілиблювалися. Фуросемід (15 мі/кі, 
в/м) через 4 год після введення вкорочував інтервал dPQ та сегмент dPQ. Гліцерин (9 мл/кі 
80% водний розчин, в/м через 24 год подовжував інтервали dQRS та dQ-T і а відповідно змен­
шував частоту серцевих скорочень (ЧСС). Нагрію нітропрусид (0,5 ЛД50, в/м) через 24 і од 
подовжував шгервал PQ, сегмені PQ та серцевий цикл і зменшував ЧСС Анаприлш 
(10 мг/кг, в/м) через 1 год вкорочував dQRST і а зменшував ЧСС, але збільшував dRR та dTP 
Етанол (10 мл/кг 400 розчину в/ш) через ЗО хв віропдио не змінював жодною з названих по­
казників. Аміназин (25 мг/кі, в/м) через ЗО хв вкорочував інтервали dP, dPQ, сеіменг dPQ іа 
зменшував ЧСС і в той же час подовжував dQRS га dQ-T Натрію нприт (0,75 ЛДЗД, в/м) че-

Аміназнн 

Етанол 

Анаприлш 

Нітропрусид 

Гліцерин 

Фуросемід 

Корглікон 4 

Корглікон 1 

Контроль 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100% 

0SegPQ DdP DdPQ DdQRS DdT-P DdO-T 

Рисунок Структура ЕКГ статевозрілих щурів-самців при дії деяких БАР. 
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рез ЗО хв спричиняв суттєву деформацію структури серцевого циклу: вкорочував dP, dPQ та 
сегмент dPQ, зменшував ЧСС, але подовжував dRR та dTP. Графічна ілюстрація змін струк­
тури ЕКГ під впливом ряду БАР представлена на рисунку. 

Підсумки 

Отже під впливом БАР, крім порушень тривалості інтервалів серцевого циклу, відбувають­
ся різноманітні порушення координованості роботи серця, що проявлялися зміною показни­
ків кореляції між окремими елементами ЕКГ та, відповідно, зміною числових характеристик 
рівнянь регресії, що можна пояснити різними механізмами біологічної дії тих чи інших БАР. 
При цьому було встановлено, ідо в експериментальних тварин різні за механізмами дії БАР 
викликають притаманні тільки для них зміни кардіоритміки. Попередньо можна говорити, що 
БАР, які вивчались, впливають на процеси утворення електричного імпульсу, його провід­
ність, а також контрактильпість міокарда. Отже, існують передумови для вивчення цих про­
цесів у експерименті на дрібних лабораторних тваринах за допомогою фармакологічних ана­
лізаторів та відповідних приладів для реєстрації ЕКГ. Отримані результати дадуть можли­
вість більш широкого використання методу електрокардіографії при доклінічному вивченню 
нових фармакологічних засобів. Запропоновані нормовані величини основних структурних 
елементів ЕКГ дадуть можливість прискорити опрацювання та інтерпретацію отриманих ек­
спериментальних матеріалів. 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

ДОКЛІШЧНЕ ВИВЧЕННЯ АНТИАНЕМІЧНИХ ЗАСОБІВ, 
АНТИКОАГУЛЯНТІВ ТА ФІБРИНОЛІТИКІВ 

Максимов Ю.М., 
Лановенко 1.1. 

1. Доклінічне вивчення антианемічних засобів 

1.1. Класифікація та характеристика анемій 

Анемія ~ патологічний процес, який характеризується зниженням кількості еритроцитів та 
вмісту гемоглобіну в одиниці об'єму крові, а також якісними змінами еритроцитів та гемогло­
біну із відповідною клінічною симптоматикою. 

За сучасною класифікацією анемії поділяються на три групи: 
- постгеморагічні; 
- гемолітичні; 
- анемії внаслідок порушення гемопоезу. 
Залежно від механізмів формування анемії підрозділяються на: 
- залізодефіцитні; 
- залізопасичені (сідероахрестичні); 
- В12- та фолієводефіцитні; 
- анемії, обумовлені дією екзо- та ендоеритроцитарних гемолітичних факторів; 
- гіпо-, мета- та апластичні. 
Згідно з даними епідеміологічних та клініко-лабораторних досліджень, прихований дефіцит 

заліза та залізодефіцитні анемії широко розповсюджені у всьому світі, в тому числі й в Укра­
їні: 80% усіх анемій-с залізодефіцитними. 

Залізодефіцитні анемії. 
В основі їх розвитку лежать: 
- гострі масивні та хронічні крововтрати; 
- захворювання шлунково-кишкового тракту, інфекції; вагітність; 
- аліментарна недостатність. 
Залізодефіцитні анемії найчастіше обумовлені хронічною крововтратою з виснаженням за­

пасів заліза в організмі. Добова потреба людини в залізі становить, у середньому, 1 мг (в 1 мл 
крові міститься 0,5 мг заліза). Щодобова втрата 8-15 мл крові здатна призводити до розвитку 
анемії. 

Захворювання шлунково-кишкового тракту (ентерити, резекція шлунка та кишечнику та 
ін.) та деякі хронічні інфекції призводять до порушення всмоктування заліза, обміну речовин 
і, як наслідок,- до формування анемії. 

У вагітних і матерів-годувальниць анемія може виникнути внаслідок підвищення витрат за­
ліза на потреби зростаючого плоду, крововтрати при пологах та ін. 

Недостатнє надходження заліза з їжею також може зумовити розвиток анемії. Вони найчас­
тіше зустрічаються в педіатричній практиці у зв'язку з неправильним вигодовуванням дитини. 
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Розділ НІ 
Розрізняють 3 ступені тяжкості перебігу анемії: 
- легка анемія (гемоглобін у межах 90-100 г/л, кількість еритроцитів - від 3,0 до 3,5 Т/л); 
- анемія середньої тяжкості (гемоглобін - 70-90 г/л, кількість еритроцитів - 2,5-3,0 Т/л); 
- тяжка анемія (гемоглобін менше 70 г/л, кількість еритроцитів - менше 2,5 Т/л). 

Залізонасичені анемії 
Ці анемії обумовлені порушенням надходження заліза в еритроїдні клітини внаслідок спад­

кових або набутих дефектів ферментних систем і характеризуються високим вмістом заліза в 
крові. 

В12- та фолієводефіцитні анемії 
Формуються внаслідок різкого зниження або відсутності вітаміну В12 та фолієвої кислоти -

обов'язкових факторів еритропоезу. 

Гемолітичні анемії 
Ці анемії виникають внаслідок підвищеного розпаду еритроцитів. При цьому тривалість 

життя еритроцитів різко скорочується - до 12-14 діб при нормі від 100 до 120 діб. 
Підвищений гемоліз може бути переважно внутрішньоклітинним або впутрішньосудинним. 

При першому варіанті еритроцити розпадаються, головним чином, в селезінці з підвищенням 
вмісту в сироватці крові вільного білірубіну. При другому варіанті в плазму крові надходить 
у великій кількості гемоглобін, який виділяється з сечею. 

Гемолітичні анемії бувають спадковими та набутими. Велику клінічну значущість мають на­
буті анемії. Вони виникають внаслідок появи протиеритроцитарних антитіл, механічного пош­
кодження оболонки еритроцитів («маршева» гемолітична анемія, протези клапанів серця та 
ін.), токсичного ушкодження хімічними сполуками (гемолітичні отрути, тяжкі метали, тощо). 

Гіпопластичні, метапластичні та апластичні анемії 
Вони зумовлені функціональною недостатністю кісткового мозку, яка виникає внаслідок дії 

іонізуючої радіації, хімічних агентів (бензол, тетраетилсвинець, цитостатики, сульфаніламіди 
тощо), вірусної інфекції (вірусний гепатит), при лейкозах, мієломатозі та ін. Механізм їх фор­
мування - порушення синтезу ДНК, що призводить до пригнічення проліферації клітин кіс­
ткового мозку. 

1.2. Моделювання анемій 

Залізодефіцитна анемія 
Звичайно в експерименті залізодефіцитні анемії створюють шляхом гострих, иідгострих та 

хронічних крововтрат. 
Моделі з використанням гострих та підгострих крововтрат придатні для скринінгових дос­

ліджень, тобто для встановлення наявності у речовини чи субстанції лікувальних або профі­
лактичних властивостей. При цих моделях анемія розвивається швидко, але також швидко 
відбувається нормалізація відповідних показників червоної крові. У зв'язку з цим для вивчен­
ня специфічної активності лікарської форми вони непридатні. 

Гостра постгеморагічна анемія 
Досліди проводять на кролях породи Шиншила з масою тіла 2,5-3,0 кг. 
Відбір крові здійснюють з крайової вени або артерії вуха в кількості 20% від об'єму цирку­

люючої крові (10 мл/кг маси тіла) [1]. 
Досліджувану речовину вводять одразу після крововтрати щодобово протягом 5 діб. Показ­

ники визначають у вихідному стані, а потім па 1, 3, 5 та 10-у добу після крововтрати. 

285 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

Ці дослідження можна проводити також і на білих щурах лінії Вістар з масою тіла 180-230 г 
(кров вилучають у кількості 20 мл/кг, тобто 2 мл/100 г маси тіла). 

Якщо речовина або субстанція виявили антианемічні властивості, то надалі дослідження 
проводять на моделі з підгострою крововтратою. 

Підгостра постгеморагічна анемія 
Досліди проводять на кролях породи Шиншила з масою тіла 2,5-3,0 кг. 
Роблять 5 крововилучень з вени або артерії вуха, кожен в об'ємі 10 мл/кг маси тіла протя­

гом 8-9 діб. 
Досліджувану речовину в різних дозах вводять через 1 добу протягом 10-15 діб. 
Показники визначають у вихідному стані, на піку розвитку анемії (через 1 добу після остан­

нього крововиливу), а потім на 6, 10, 15 та 20 добу відновного періоду. 

Моделювання анемії за допомогою дефероксаміну (десфералу) 
Залізодефіцитну анемію можна викликати за допомогою деяких фармакологічних засобів, 

наприклад, дефероксаміну [2, 3]. Цей препарат здатен створювати комплексну сполуку із за­
лізом, сприяє вилученню заліза з деяких залізовмісних білків (феритин, гемосидерин), але не 
з гемоглобіну та залізовмісних ферментів. 

Досліди проводять на білих щурах лінії Вістар з масою тіла 180-220 г. Дефероксамін вво­
дять у дозі 20% ЛД50 (18,4 мг/100 г маси тіла) внутрішньоочеревинно щодоби протягом 9 діб. 

Досліджувану речовину (субстанцію) вводять, починаючи з другої доби після початку вве­
дення дефероксаміну, протягом 13 діб. Показники вивчають у вихідному стані, потім на висо­
ті розвитку анемії (1 доба після останнього введення дефероксаміну), а також на 6,10 та 15 до­
бу відновного періоду. 

Використанням лише дефероксаміну не завжди вдасться отримати тривалу та достатньо ви­
ражену анемію. В зв'язку з цим доцільніше застосовувати комбіновану модель: введення де­
фероксаміну + крововилученпя. 

Досліди проводять на білих щурах лінії Вістар з масою тіла 180-220 г. Крововилученпя роб­
лять з вени хвоста в об'ємі 1% від маси тіла через 1 добу протягом 9 діб. Дефероксамиін вво­
дять внутрішньоочеревинно в дозі 18,4 мг/100 г маси тіла (20% ЛД50) щодоби протягом 9 діб. 

Досліджувану речовину вводять, починаючи з другої доби після першого крововилученпя та 
введення дефероксаміну, щодоби протягом 10-15 діб. Показники визначають у вихідному 
стані, на висоті розвитку анемії (1 доба після останнього введення дефероксаміну та кровов­
трати), а потім на 6, 10 та 15 добу відновного періоду. 

Якщо на будь-якій з наведених моделей встановлена наявність антианемічних властивостей, 
тоді починають вивчення специфічної активності лікарської форми препарату (або субстан­
ції) на моделі хронічної залізодефіцитної анемії. 

Хронічна постгеморагічна анемія 
Досліди виконують на кролях, але припустимо використання білих щурів лінії Вістар з ма­

сою тіла 180-230 г. 
Кров відбирають з вени хвоста в кількості 10% від об'єму циркулюючої крові щоденно про­

тягом 4 тижнів. Досліджуваний препарат вводять, починаючи з 14 доби після початку крово­
виливу, протягом 15-20 діб. Показники визначають у вихідному стані, на висоті розвитку 
анемії (1 доба після останнього взяття крові), а потім на 6, 10 та 20 добу відновного періоду. 

Однак, і при такій постановці досліду у тварин після завершення крововтрат може відбува­
тись швидка нормалізація показників червоної крові, що не дозволить достатньо об'єктивно 
оцінити антианемічні властивості досліджуваного препарату. Тому Державним фармаколо­
гічним центром МОЗ України запропонована більш жорстка модель хронічної постгеморагіч-
ної анемії у білих щурів. 
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Розділ III 

Як і в наведеному вище варіанті, протягом 4 тижнів щодня робляться крововилучення - 10% 
від об'єму циркулюючої крові, а потім необхідний рівень анемії підтримуються крововилучен-
нями - 5% від об'єму циркулюючої крові через день протягом 10-15 діб. Досліджувана лікар­
ська форма препарату вводиться через 1 добу після завершення щоденних крововилучень (на 
29-у добу) щодня до нормалізації або значного поліпшення показників. Останні визначають у 
вихідному стані, через 28 діб після щоденних крововтрат, а потім на 10,15 та 29 добу після по­
чатку крововилучень в об'ємі 5%. 

Гемолітична анемія 
Зазвичай моделюється за допомогою фенілгідразину |4,5]. Дослідження проводять на білих 

щурах лінії Вістар з масою тіла 200-260 г. Фенілгідразин вводять внутрішньом'язово щоден­
но протягом 4 діб у дозі 20 мг/кг маси тіла. На 1-3 добу після закінчення введення фенілгід­
разину формується нормохромна анемія. 

Досліджувану лікарську форму препарату вводять протягом 1-2 тижнів щодня, починаючи 
з другої доби після першої ін'єкції фенілгідразину. Показники визначають у вихідному стані, 
на 5 добу після початку введення фенілгідразину, а потім через 5, 10 та 15 діб. 

Гіпопластична анемія 
Гіпопластичну анемію можна моделювати за допомогою опромінення та введення хімічних 

агентів. 
- Анемія, викликана опроміненням 
Досліди виконують на білих щурах лінії Вістар з масою тіла 210-250 г. Доза опромінення 

дорівнює 600 Р. При використанні апарату РУМ-17 пропонуються такі параметри опромінен­
ня: V = 190 кВ, І = 10 мА, поле - 40 х 40 см, потужність дози - 50,7 Р/хв, доза, поглинена 
м'якими тканинами, дорівнює 6,2 Гр. 

Анемія починає формуватись з 5 доби, і на 15 добу концентрація гемоглобіну знижується до 
50-55% від вихідного рівня. Досліджувана лікарська форма препарату вводиться щодоби про­
тягом 2-3 тижнів, починаючи з 5-ї доби після опромінення. Показники визначають у вихідно­
му стані, а потім на 10,15 та 20-у добу після опромінення. 

- Анемія, викликана бензолом 
Моделюється на кролях, білих щурах і мишах [6-8]. У дослідах на мишах з масою тіла 22^ 

26 г бензол вводять підшкірно щодоби в дозі 1-2 мл/кг протягом 10-12 діб. Для кролів доза 
бензолу становить .1 мл/кг (вводять підшкірно щодоби протягом 2 тижнів), для щурів - від 
0,2 мл/кг (підшкірно щодоби протягом 4 тижнів) до 1,0 мл/кг (через добу впродовж 4 тижнів). 

Виражена анемізація реєструється після 10-го введення бензолу і простежується протягом 
тривалого часу після завершения введень (понад 8 тижнів). Досліджуваний лікарський пре­
парат або речовину вводять одразу після останньої ін'єкції бензолу протягом 3-4 тижнів. Дос­
ліджувані показники визначають у вихідному стані, на висоті розвитку анемії, а потім на 10, 
20, ЗО добу відновного періоду. 

Визначення антианемічної активності розроблюваного препарату проводять у порівнянні з 
відомими лікарськими засобами цього класу (фероплекс, ферокаль, фербітол, ферамід, ферум-
лек та ін.). Вибір препарату порівняння обумовлюється особливостями діючої речовини, а та­
кож складом допоміжних інгредієнтів. Препарат порівняння вводиться у середньотераиевтич-
ній дозі в такі ж самі строки, що і досліджувана лікарська форма розроблюваного препарату. 

1.3. Показники характеру та ступеню вираженості анемії, 
які пропонуються для вивчення 

1. Кількість еритроцитів в периферичній крові (загальноприйняті методи). 
2. Кількість ретикулоцитів у периферичній крові (суправітальне фарбування мазків крові 

діаманткрезиловим синім). 
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3. Концентрація гемоглобіну в крові (фотоелектроколориметричний метод). 
4. Кольоровий показник крові. 
5. Гематокрит (за допомогою гематокритних капілярів). 
6. Вміст заліза у сироватці крові (за допомогою набору Біо-Ла-Тест, інші біохімічні методи). 
7. Загальна залізозв'язуюча властивість сироватки крові (біохімічний метод). 
8. Кістково-мозкове кровотворення (еритробластограми). Взяття кісткового мозку здійсню­

ється з грудини, потім тонкі мазки на склі фарбуються за Папенгеймом. Вивчення еритроб-
ластограм проводять за методом |9]. 

2. Доклінічне вивчення нових антикоагулянтів 

До групи антикоагулянтів відносять засоби, які перешкоджають або значно знижують зсі­
дання крові. За напрямком дії розрізняють «прямі» та «непрямі» антикоагулянти. 

«Прямі» антикоагулянти виявляють свою специфічну активність практично одразу після їх 
внутрішньовенного введення або внесення у пробірку з кров'ю. Механізм їх дії зумовлений 
пригніченням активності відповідного ферменту системи зсідання крові або порушеннями пе­
ретворення неактивного ензиму в активний. Класичним представником прямих антикоагу­
лянтів є гепарин. Разом з тим, для виявлення дії гепарину необхідна наявність у крові достат­
ньої кількості антитромбіну III (під час дисемінованого внутрішньосудинного згортання кро­
ві вміст цього білку різко знижується). Окрім того, його використання лімітується наявністю 
лише ін'єкційної форми та нетривалістю ефекту (особливо у вигляді натрієвої солі), що дик­
тує необхідність пошуку нових антикоагулянтів прямої дії. 

«Непрямі» антикоагулянти виявляють свою активність не одразу, а через декілька годин, ос­
кільки механізм їх дії зумовлений порушенням синтезу прокоагулянтів. До «непрямих» анти­
коагулянтів відносять похідні 4-оксикумарину (синкумар, нітрофарин та ін.) та фенілінданді-
ону (фенілін, омефін та ін.). Головні недоліки антикоагулянтів непрямої дії - відносно висо­
ка токсичність, значний за часом латентний період, відсутність ін'єкційних форм та ін. 

2.1. Антикоагулянти прямої дії 

Спочатку наявність у досліджуваної речовини антизгортувальної активності визначають за 
умов in vitro. Якщо внесення різних концентрацій речовини в плазму крові людини або твари­
ни в тесті рекальцифікації супроводжується збільшенням часу згортання, тоді вона підлягає 
подальшому дослідженню. Зокрема, необхідно встановити, чи має речовина антикоагулянтні 
властивості щодо цільної крові. Для цього в пробірку вносять різні концентрації речовини і до­
дають кров до постійного об'єму (з урахуванням розведення), а потім при кімнатній темпера­
турі (21-22°С) реєструють час спонтанного зсідання крові та порівнюють його з контролем. 

Якщо у них скринінгових дослідах речовина виявляє антикоагулянтні властивості, тоді пе­
реходять до досліджень in vivo. Досліджуваний агент після встановлення гострої токсичності 
вводять експериментальним тваринам (собаки, кролі, щури) внутрішньовенно в дозах 
0,1 ЛД50 та нижчих. Потім в різні проміжки часу реєструють час згортання крові у силіконо­
вих (або звичайних) пробірках і порівнюють його з вихідними даними. 

У разі позитивного ефекту переходять до поглиблених досліджень речовини в експеримен­
ті на одному з видів тварин. 

Після внутрішньовенного введення речовини вивчають наступні показники: 
- тривалість кровотечі; 
- час спонтанного зсідання крові; 
- кількість тромбоцитів; 
- агрегація тромбоцитів; 
- час рекальцифікації плазми; 
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- активований парціальний тромбопластшювий час; 
- протромбіновий час; 
- тромбіновий час; 
- вміст фібриногену; 

- фібринолітична активність цільної крові. 
Окрім цих біохімічних показників, необхідно вивчати параметри тромбоеластограми. Пара­

лельно з цим встановлюють ЕД50 речовини (найменша її кількість, яка вдвічі підвищує трива­
лість інтервалу «R» або «К» тромбоеластограми). 

Перелічені вище тести вивчають у динаміці, що дає можливість встановити тривалість дії 
речовини. 

Дослідження щодо характеристики антикоагулянтної активності речовини у повному обся­
зі можна провести лише в експерименті на собаках. 

Дослідження припустимо проводити на кролях та білих щурах з вивченням 1-2 показників, 
які дозволяють судити про І, II, НІ фази зсідання крові та фібринолізу. 

Наведені вище тести дають можливість встановити головний механізм дії антикоагулянта 
(антитромбопластиновий, антитромбіновий, змішаний та ін.). Якщо у процесі проведення ек­
сперименту у речовини виявлено наявність комплексоутворюючих властивостей, а її антико-
агулянтна активність обумовлена зв'язуванням іонів кальцію, тоді доцільно вивчати можли­
вість її використання як реактиву або стабілізатора для консервування крові та її препаратів. 

Якщо механізм незгортуваїшя крові не обумовлений зв'язуванням іонів кальцію, тоді про­
водять порівняльні дослідження з гепарином з метою виявлення антикоагулянтної потужнос­
ті речовини. Обов'язково вивчають дію речовини при внутрішньом'язовому, підшкірному та 
пероральному введеннях. Якщо за будь-яким параметром (у тому числі, за вартістю та доступ­
ністю сировини) досліджувана речовина не поступається гепарину або переважає його, тоді 
вона підлягає подальшим дослідженням. 

Досліджують речовину на моделі тромбоемболічного стану. 
З цією метою білим щурам лінії Вістар з масою тіла 150-180 г внутрішньовенно вводять роз­

чин тромбопластину в такій концентрації, яка б призводила до появи бокового положення у 
100% тварин з подальшою загибеллю 50% з них. Такі самі експерименти можна проводити і з 
внутрішньовенним введенням розчинів тромбіну. 

Потім дослідним тваринам (не менше 10 осіб) профілактично (наприклад, за 15 та ЗО хв, 
1 та 6 год до введення тромбоемболічного агенту) вводять досліджувану речовину у вену хвос­
та і шляхом порівняння з показниками контролю (введення тромбопластину або тромбіну) 
визначають наявність захисних властивостей. Такі ж досліди проводять і для виявлення тера­
певтичної активності речовини. 

Дослідник може використовувати інші моделі, які дозволяють створювати гіперкоагуляцій­
ні та тромбоемболічні стани. 

Якщо за допомогою наведених вище моделей у досліджуваної речовини виявлено наявність 
значної антикоагулянтної активності, тоді продовжують її вивчення у відповідності до вимог 
Державного фармакологічного центру МОЗ України. 

Специфічна активність лікарської форми речовини (препарат) досліджується лише за най­
більш інформативними показниками, в то.му числі і на моделі тромбоемболічного стану. 

2.2. Антикоагулянти непрямої дії 

На відміну від прямих антикоагулянтів, речовини непрямої антикоагулянтної дії вивчають' 
тільки за умов in vivo. 

Досліди виконують на різних видах тварин (не менше двох, наприклад, щури та собаки або 
кролі та собаки) після попереднього вивчення гострої токсичності речовини. Досліджуваний 
агент вводять тваринам перорально (внутрішньошлунково) або внутрішньом'язово (якщо ре-
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човина розчинна у воді) в дозах 0,1 ЛД50 та менших. Кров для досліджень беруть через 6, 12, 
18, 24, 36 год і більше (при необхідності) після одноразового введення речовини. Кров стабі­
лізують натрію цитратом (1:9) та після центрифугування вивчають: 

- час рекальцифікації плазми; 
- иротромбіновий індекс; 
- тромбіновий час; 
- вміст фібриногену. 
У цільній нестабілізованій крові визначають кількість тромбоцитів, показники тромбоелас-

тограми (в першу чергу, параметри «R» і «К»). 
Якщо за допомогою вказаних вище показників речовина виявляє антикоагулянтні власти­

вості, тоді встановлюють переважний характер механізму дії. Якщо він зумовлений порушен­
нями синтезу протромбіну, тоді проводять порівняльні дослідження з одним з фармакологіч­
них препаратів - антагоністів вітаміну К. Визначають ЕД50 речовини та препарату порівнян­
ня (наприклад, знаходять дозу, яка викликає подовження иротромбінового часу вдвічі) і ви­
рішують доцільність подальших досліджень. Якщо речовина в цьому плані є перспективною, 
тоді вивчають її профілактичну дію на моделі тромбоемболічного стану (див. розд. «Антикоа­
гулянти прямої дії»). Речовину вводять у різних дозах до використання тромбопластину або 
тромбіну (строки введення визначають за тривалістю дії речовини, яка виявлена на поперед­
ньому етапі досліджень). 

Потім переходять до вивчення речовини згідно з вимогами Державного фармакологічного 
центру МОЗ України. Специфічну активність лікарської форми препарату досліджують шля­
хом використання найбільш інформативних показників (наприклад, протромбінового індек­
су), а також на моделі иретромботичіюго або тромботичного стану. 

Нові прямі та непрямі антикоагулянти з нетрадиційним механізмом дії можуть бути впро­
ваджені в медичну практику лиіве за наявності відповідних антагоністів. Наприклад, антаго­
ністом гепарину та гепариноїдів с протаміну сульфат, непрямих антикоагулянтів - вітамін К. 

За відсутності інгібіторів нових антикоагулянтів з неспецифічним механізмом дії неможли­
во коригувати стани, обумовлені порушенням згортування крові внаслідок передозування 
препарату. 

Антагоністи антикоагулянтів повинні виявляти свій ефект протягом нетривалого часу (хви­
лини - у випадку прямого та перші кілька годин - у випадку непрямого антикоагулянту) при 
внутрішньовенному, внутрішньом'язовому та пероральному введеннях. 

3. Доклінічне вивчення фібринолітиків 

Фібринолітичні препарати, що існують нині, здійснюють свій ефект за рахунок прямого або 
опосередкованого впливу на тромб (фібрииолізии, стрептокіназа, стрептодеказа, целіаза га 
ін.). Фібрииолізии (плазмін) має здатність розчинювати ниті фібрину як за умов in vivo, так і 
in vitro; інші препарати каталізують перетворення плазміногену у плазмін та утворюють ком­
плекс стрептокіназа-плазміноген, який виявляє протеолітичну активність. 

Наведені вище препарати не забезпечують необхідною мірою потреби клініки внаслідок їх 
дорожнечі та недостатньої специфічної активності, до того ж вони ефективні лише при «сві­
жих» тромбах (12-24 год). 

Все цс свідчить про необхідність поніуку фібринолітичних засобів нового покоління. 
Вивчення потенційних фібринолітиків починають за умов in vitro. Речовина повинна добре 

розчинятися в дистильованій воді або фізіологічному розчині натрію хлориду. Різні кількос­
ті речовини вносять у систему для визначення спонтанного фібринолізу (будь-який метод) 
або у кювету тромбоеластографа з постановкою відповідних контролів. Таким чином встанов­
люють факт наявності або відсутності фібринолітичної активності. Негативні результати не є 
підставою для категоричного висновку щодо відсутності у речовини фібринолітичних власти-
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востсй. Зробити такий висновок дають можливість лише дослідження in vivo (оскільки ефект 
може носити опосередкований характер). 

У дослідах па тваринах (кролі, собаки, білі щури) після попереднього визначення гострої 
токсичності вводять (внутрішньовенно, внутрішньом'язово, иерорально) досліджувану речо­
вину в дозах 0,1 ЛД50 та менших. Через різні проміжки часу (ЗО хв - 12 год) досліджують фіб-
ринолітичну активність цільної крові (перевага надасться методу [10]). За наявності у речо­
вини фібринолітичної активності вивчають параметри зсідання крові після її одноразового 
введення (у різні проміжки часу). Досліджують час згортання крові, рекальцифікапії плазми, 
тромбіновий час, визначають протромбіновий індекс, вміст фібриногену, фібрину, проводять 
тромбоеластографію. 

Якщо при цьому не виявляється негативний вплив речовини на показники коагулограми, 
переходять до вивчення механізму фібринолітичної дії. З цією метою досліджують вплив ре­
човини після її введення в організм тварин за допомогою різних методів (фібринові пластини, 
еу глобул і новий метод, метод Бідуел та ін.), які дозволяють міркувати, на який саме ланцюг 
фібринолітичної системи вона ліс. 

Після цього проводять дослідження у порівнянні з дісю препарату-стандарту. Наприклад, 
якщо фібриноліз зумовлений активацією проактиваторів плазміну по типу стреитокінази, то­
ді за допомогою тромбоеластографа за умов in vitro порівнюють ефект досліджуваної речови­
ни з таким стреитокінази [11] і роблять висновок щодо доцільності подальшого вивчення ці­
єї речовини. 

На останньому етані досліджують речовину на будь-якій моделі локального тромбозу судин -
механічного, хімічного, електротравматичного тощо [12|. В разі отримання позитивного ре­
зультату переходять до поглибленого вивчення речовини в рамках загальних вимог Держав­
ного фармакологічного центру МОЗ України. 

Дослідження специфічної активності лікарської форми препарату проводять шляхом вив­
чення найбільш інформативних показників стану фібринолізу (експерименти на тваринах), а 
також на моделі локального тромбозу судин. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ (ДОКЛШІЧНЕ) ВИВЧЕННЯ 
ФАРМАКОЛОГІЧНИХ РЕЧОВИН, ЯКІ ПРОПОНУЮТЬСЯ ЯК 

НЕСТЕРОЇДНІ ПРОТИЗАПАЛЬНІ ЗАСОБИ 

Дроговоз СМ., 
Зупанець І.А., 
Мохорт М.А., 

Яковлева Л.В., 
Клебанов Б.М. 

Запалення - це складна, комплексна реакція організму у відповідь на ураження тканин різ­
номанітними патогенними подразниками. 

Будь-яке пошкодження тканин, незалежно від причин, що його викликали, може призвести 
до запалення. Але перебіг запального процесу, наприклад, бактеріального і алергічного, знач­
но відрізняється одне від одного. Та, незважаючи на особливості запальних реакцій, для їх па­
тогенезу характерні три фази: альтеративна, ексудативна, проліферативна, які, у свою чергу, 
визначають особливості їх фармакологічної корекції. 

Роботи М.Д.Машковського, Г.Я.Шварца, Р.Д.Сюбаєва, В.О.Насонової, Ф.П.Тринуса, 
М.А.Мохорта, Б.М.Клебанова, Я.А.Сигидіна, С.М.Дроговоз та понад 20-річний досвід пошу­
ку ефективних протизапальних засобів на кафедрі фармакології Української фармацевтичної 
академії і в Інституті фармакології та токсикології АМН України стали основою для написан­
ня даних методичних рекомендацій. 

1. Обгрунтування оптимізації пошуку та вивчення нових 
протизапальних засобів нестероїдної структури 

Сучасні погляди на ексудативні та проліферативні процеси в осередку запалення як такі, що 
визначають результат запальної реакції, зумовлюють пошук лікарських засобів, здатних регу­
лювати вказані процеси. Для більшості нестероїдних протизапальних препаратів, що викорис­
товуються практичними закладами охорони здоров'я, в основному характерна вказана актив­
ність. Меншою мірою або взагалі вони не попереджають розвиток альтеративних процесів в осе­
редку запалення, а також виявляють багато побічних ефектів, що є суттєвим недоліком в їх дії. 

Зважаючи на вищезазначене, уявляється доцільним подальший пошук нових нестероїдних 
протизапальних препаратів проводити цілеспрямовано, з урахуванням їх спроможності до ви­
біркового впливу на ту чи іншу фазу запалення. 

Безумовно, нові нестероїдні протизапальні препарати повинні мати велику широту терапев­
тичної дії, бути більш ефективними, ніж існуючі сьогодні, виявляти терапевтичну дію як при 
гострому, так і при хронічному запаленні, мати різноманітні (у тому числі «непростагланди-
нрві») механізми дії, створюватися на основі наявної вітчизняної сировини, бути технологіч­
ними у виробництві і доступними широкому колу населення. 

Сучасні нестероїдні протизапальні засоби (НПЗЗ): іидометацин, диклофенак-натрій, пірокси-
кам, бутадіон, ацетилсаліцилова кислота та ін., за рахунок основного механізму дії - інгібуван­
ня біосинтезу простагландинів (ПГ), спроможності виражено пригнічувати ексудацію і пролі-
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Розділ III 
ферацію, певним чином впливають на методичні 
підходи і принципи в пошуку нових НПЗЗ. 

У таблиці 1 наведено коротку характеристику 
найбільш активних НПЗЗ: індометацину, дикло-
фенаку-натрію, иіроксикаму та бутадіону, з якої 
видно, що ці препарати пригнічують ексудацію, 
гіпертермію, практично не впливають (або погір­
шують) протікання альтеративного запального 
процесу, зменшують утворення грануляційної 
тканини, є ненаркотичними анальгетиками. Про­
те всі вони виявляють виражену ульцерогенну, 
гепатотоксичну дію, несприятливо впливають на 
процеси метаболізму у міокарді, суглобовому 
хрящі, сприяють бронхоспазму [l6J. Ці прояви дії 
НПЗЗ, як позитивні, так і негативні, є наслідком 
їх основного механізму дії - впливу на ПГ. 

Підходи до пошуку та вивчення нових НПЗЗ ба­
зуються на знаннях сучасних аспектів патогенезу 
запалення, що дозволяє шукати речовини, які 
пригнічують медіатори гострої фази запалення: бі­
огенні аміни, продукти метаболізму арахідонової 
кислоти, кініни, протеолітичні ферменти. Викли­
кають інтерес сполуки, які вибірково пригнічують 
продукти ліпоксигеназного шляху перетворення 
арахідонової кислоти, що сприяє зменшенню по­
бічних ефектів препаратів. Перспективним є ство­
рення НПЗЗ з імуномодулюючою і хондропротек-
торною дією. 

2. Скринінгові дослідження нових несте-
роїдних протизапальних засобів 

У процесі пошуку нових НПЗЗ класичним під­
ходом с вивчення аитиексудативних властивостей 
сполук. На цей час розроблено багато моделей гос­
трого асептичного запалення з вираженою фазою 
ексудації. У цьому переліку с ряд моделей, для 
яких вивчено їх патогенез, що дозволяє визначати 
механізм антиексудативної дії нових фармаколо­
гічно активних сполук. Згідно з вищенаведеним 
пошук сучасних НПЗЗ, інгібіторів метаболізму 
арахідонової кислоти доцільно проводити у двох 
напрямках: 

- інгібітори циклооксигенази; 
- інгібітори ліпоксигенази. 

2.1. Пошук НПЗЗ-інгібіторів 
циклооксигенази 

Для відтворення гострого асептичного запален­
ня у лабораторних тварин (щури, миші) викорис-

293 

o- ія
, п п "1

 

м 
-

ль
це

р 
«н

а 
д 

мг
/к

г 

10
 

48
 

36
 

12
0 

кс
ик

а 

У
 

ге
 

Г Г ро
 

иі "1
 1 "1 пі
 

ь,
 

:г Р 
47

 0 2 0 3, 

Го
ст

ра
 

то
кс

ич
ні

ст
 

і 
D

Ls
o,

 м
г/

к 

іЩ
у 47

 
35

 

27
 

43
 

ій
 -

 <
 

Го
ст

ра
 

то
кс

ич
ні

ст
 

і 
D

Ls
o,

 м
г/

к 

М
иш

і 
30

 
37

0 
1 

36
0 

26
0 

[а
к-

на
тр

: 
Е 

Ж
ар

оз
ни

ж
ую

ча
 

ді
я 

на
 м

од
ел

і п
ір

о-
ге

на
ло

во
ї л

их
о­

ма
нк

и 
(D

Es
o 

мг
/к

г 
за

 з
ни

ж
ен

ня
м

 
те

м
пе

ра
ту

ри
 т

іл
а 

на
 1

 °
С

) 

9 5 5 44
 

:г
ід

ин
а,

 п
ро

ф
. Г

.Я
. Ш

ва
рц

а 
[9

]. 

•а
ци

н 
- 

10
, д

ик
ло

ф
е.

 

А
на

лг
ет

ич
на

 
ак

ти
вн

іст
ь 

на
 м

од
ел

і 
"о

цт
ов

о-
ки

с­
ли

х 
ко

рч
ів

",
 

DE
so

, 
мг

/к
г 

11
 

5 92
 

12
0 

:г
ід

ин
а,

 п
ро

ф
. Г

.Я
. Ш

ва
рц

а 
[9

]. 

ф
ек

т 
(ін

до
м

еї
 

.С
и з 

г 1 1 .С
и 

Й
 ( 

на
 

нт
-

т,
 

г/к
 

56
 N

 

:.А
. 

ни
 

Вп
ли

в 
ад

'ю
ва

: 
ни

й 
ар

тр
и 

D
Es

o,
 м

 

2,
1 

15
,4

 

Ы
 

56
 N

 

пр
оф

. Я
 

ф
ер

ат
ив

 

ні
 :і І ні
 

л 

лі
ф

ер
ац

ію
 

і "
ва

т-
ул

ьо
-

ти
в-

:ож
 д

а 

ти
пр

о 

лі
ф

ер
ац

ію
 

од
ел

 
гр

ан
 

",
 а

к 
ст

ьу
 

42
 

16
 

54
 

40
 

ат
ак

 

[й
 а

н 

я пр
о 

на
м

 
но

ї 
; 

М
И

 
ні

 

ні
 д

ан
і,;

 

•ім
ал

ьн
и 

H
H

: 

в- 1- :и
- %
 

ні
 д

ан
і,;

 

•ім
ал

ьн
и 

за
па

ле
 

ці
ю

 
на

 м
од

ел
і а

ль
те

ра
ти

 
но

го
 а

се
пт

ич
но

го
 з;

 
па

ле
нн

я 
ш

кі
ри

, в
ик

л 
ка

но
го

 о
цт

ов
ою

 к
иї

 
ло

то
ю

, а
кт

ив
ні

ст
ь 

у 

сь
 в

ла
с 

ь 
ма

кс
і 

пл
ив

 н
а 

ф
аз

и 
ал

ьт
ер

а 
на

 м
од

ел
і а

ль
те

ра
ти

 
но

го
 а

се
пт

ич
но

го
 з;

 
па

ле
нн

я 
ш

кі
ри

, в
ик

л 
ка

но
го

 о
цт

ов
ою

 к
иї

 
ло

то
ю

, а
кт

ив
ні

ст
ь 

у 
0 28

 

0 0 

ір
ис

то
ву

ва
ли

і 

кі
 в

ик
л и

 ка
ю

т 

В 

і в
ик

с 

за
х,

 я
 В 

ю
 

ка
-

ог
о 

Е5
0,

 

ур
и 

,о ,0
 

,0
 

| 
56

 

і в
ик

с 

за
х,

 я
 

кс
уд

ац
і 

[ел
і 

ао
ві

 

Ік
г Щ

; 5 8 2 
| 

56
 

та
бл

иц
: 

ІС
Ь 

V
 Д

О
 

-/к
г)

. 

кс
уд

ац
і 

мо
д 

ге
ні

ї 
ря

кч
 

мг
, 

:ш
і 

9 8 8 6 та
бл

иц
: 

ІС
Ь 

V
 Д

О
 

-/к
г)

. 

є 
на

 
ра

ї 
на

б 

М
и 3,

 
3,

 

1,
 

1 
5' 

ці
єї

 

вч
ал

і 
56

 м
і 

і J і вч
ал

і 
56

 м
і 

ер
оі

дн
і 

за
па

ль
ні

 
:о

би
 

Ін
до

м
ет

ац
ин

 
эф

ен
ак

-
тр

ій
 

кс
ик

ам
 

ад
ю

н 
кл

ад
ан

н 

* 
Ре

чо
ви

ни
 в

и 
12

, б
ут

ад
іо

н 
-

Н
ес

т 
пр

от
и:

 
за<

 

Ін
до

м
ет

ац
ин

 
Ди

кл
< на

 
П

ір
о 

Бу
г 

П
ри

 с
і 

* 
Ре

чо
ви

ни
 в

и 
12

, б
ут

ад
іо

н 
-



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

товують різноманітні флогогени: карагенін, формалін, декстран, серотонін, гістамін, трипсин, 
овальбумін, агар, каолін [14]. 

У процесі пошуку інгібіторів циклооксигенази (ЦОГ) на скринінговому етапі вивчення анти-
ексудативних властивостей рекомендується використовувати з флогогенів карагенін [ 18], а з ла­
бораторних тварин - білих мишей масою 17-22 г. Досліджувані речовини вводять пероральио 
(внутрішньоочеревинно) за 1 годину до субплантарного введення 0,05 мл 1% розчину карагені-
ну 117]. Через 3 години тварин виводять з досліду (з обов'язковим виконанням існуючих мето­
дичних прийомів), на рівні тазостегнових суглобів ампутують набряклі і ненабряклі задні сто­
їш. Активність досліджуваних речовин визначають за їх здатністю зменшувати розвиток набря­
ку в порівнянні з контролем і виражають у відсотках, які показують, наскільки дана речовина 
пригнічує розвиток карагенінового набряку по відношенню до контролю, де величина набряку 
приймається за 100%. Активність сполук, які вивчаються, розраховується за формулою: 

де А - антиексудативна активність, %; 
М„д - маса набряклої стопи в досліді; 
М )Л - маса здорової стопи в досліді; 
Мик ~ маса набряклої стопи в контролі; 
М,ж - маса здорової стопи в контролі. 
В усіх випадках маса стопи виражається в мг. 
У разі відсутності карагеніну можна використовувати 10% суспензію каоліну. Однак ця мо­

дель є досить тривалою (6-8 діб), що ускладнює дослідження. Речовини треба вводити щод­
ня. Стандартними препаратами можуть слугувати індометацин, вольтарсн, иіроксикам. 

2.2. Пошук НПЗЗ-інгібіторів ліпоксигенази 

Як було зазначено у розділі 1, при тривалому застосуванні сучасних НПЗЗ ~ інгібіторів 
ЦОГ серед перелічених негативних властивостей найчастіше виявляються порушення трофі­
ки слизової оболонки шлунка. Внаслідок порушення нормальної мікроциркуляції слизової 
оболонки розвиваються ерозивні зміни, які супроводжуються спастичними болями та диспеп­
сичними проявами. Механізм цієї побічної дії НПЗЗ пов'язаний з порушенням метаболізму 
арахідонової кислоти в бік підсилення утворення лейкотрієнів - продуктів її ліпоксигеназно-
го перетворення. Згідно з сучасними уявленнями простагландини групи Е забезпечують мік-
роциркуляцію слизової оболонки, тим самим покращують трофіку, у той час як лейкотрієни 
відносять до агресивних факторів. 

У зв'язку з цим одним з найбільш сучасних підходів при проведенні скринінгу є пошук ре-
човин-інгібіторів ліпоксигеназного шляху перетворення арахідонової кислоти. 

Для досягнення цієї мети розроблено декілька тестів. K.Gado і G.Gigler (1991) [19] запропону­
вали використовувати асептичне ексудативне запалення у щурів, викликане зимозаном. Зимо-
зан - структурний полісахарид, який міститься у клітинах оболонки дріжджів, специфічно 
сприяє утворенню та виділенню лейкотрієнів і провокує локальну гостру запальну реакцію. На 
ранній стадії інгібітори ліпоксигенази попереджують зимозан-індукований набряк, а інгібітори 
ЦОГ недостатньо пригнічують реакцію. Зимозан уводять субилантарно з розрахунку 0,1 мл на 
тварину у вигляді 2% суспензії. Об'єм стоп вимірюють до і через 0,5; 1,2 і 3 години після введен­
ня флогогену. Максимальний набряк розвивається через ЗО хвилин. Як модельну речовину 
можна рекомендувати інгібітор ліпоксигенази ~ нордигідрогваяретову кислоту в дозі 400 мг/кг. 

На цій моделі виражену антиексудативну дію виявляють також антигістамінові та антисеро-
тонінові засоби, які можна віддиференціювати на моделях гістамінового та серотонінового 
набряків. 
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Розділ НІ 
Зіставлення протизапальної активності речовин на моделях карагеиінового та зимозанового 

набряків дозволяє визначити механізм антиексудативної дії. Інгібітори ЦОГ активні на моделі 
карагеиінового набряку і слабо пригнічують зимозанове запалення, а інгібітори ліпоксигенази -
навпаки. Інгібітори ліпази, такі, як дексаметазон, пригнічують обидва види запалення. 

Друга модель запропонована J.P.Van Wanwe, J.G.Goosscns (1989) (20) і модифікована в 
ЦНДЛ Національної фармацевтичної академії України. Мишам масою 26-30 г внутрішньо­
венно (у хвостову вену) уводять декстран Т-500 з розрахунку 60 мг/мл в об'ємі 0,1 мл на 10 г 
маси тіла. Одночасно в цьому ж розчині вводять синій Еванса у вигляді 0,25% розчину. Дос­
ліджувані речовини вводять внутрішньошлунково за 1 годину до введення флоі'огену. Дек­
стран призводить до підвищення проникливості судин, що прискорює вихід барвника в між­
клітинний простір. Найбільш інтенсивне забарвлення спостерігається на судинах вуха. Мак­
симальне забарвлення спостерігається через 60-90 хв. Через 90 хв мишей виводять з досліду 
за допомогою ефірної камери, обрізають вуха, подрібнюють їх ножицями і заливають суміш­
шю ацетону (4,2 мл) і 0,5% розчину сульфату натрію (1,8 мл). Об'єми розчинів вказано на од­
ну пробу. Екстракцію барвника проводять протягом доби при кімнатній температурі. Потім 
проби центрифугують при 3000-4000 об./хв протягом 10 хвилин. Інтенсивність забарвлення 
визначають спектрофотометрично на СФ-46 при довжині хвилі 620 нм. Відсоток інгібування 
набряку за ступенем зменшення забарвлення розраховують за формулою: 

( 1 - % ^ % - ) - 1 0 0 , де 

Ед - екстинкція проби дослідних тварин (лікована патологія); 
Еб - екстинкція проби тварин, яким уводили тільки барвник; 
Ек - екстинкція проби контрольних тварин (нелікована патологія). 
Вивчення фармакологічної активності кількох доз речовини дозволяє розраховувати ізое-

фективиі дози (DE50). 
Установлено, що медіаторами цього запалення є кініни, серотонін і продукти ліпоксигеназ-

ного метаболізму арахідонової кислоти. Пригнічують розвиток забарвлення і речовини з аи-
тисеротоніновою, антибрадикініновою дією, а також подвійні інгібітори ліпоксигенази і цик-
лооксигенази. Специфічні інгібітори циклооксигенази на описаній моделі активності не вияв­
ляють. Паралельне використання брадикінінового, серотонінового і карагеиінового набряків 
дозволяє диференціювати механізм протизапальної дії [13J. 

2.3. Вибір доз для скринінгових досліджень 

У процесі проведення скринінгу речовин на протизапальну активність одним з важко вирі­
шуваних питань є вибір інтервалу доз. Дані різних авторів, які описують підходи пошуку біо­
логічно активних речовин [ 11, 15J, а також наш досвід вказує, що ідеальним варіантом є ши­
роке дослідження фармакологічної дії, починаючи з 0,1 мг/кг і збільшуючи дозу в геометрич­
ній прогресії з коефіцієнтом 3, тобто 0,3; 0,9; 2,7; 9; 27; 81; 243; 729; 2187 мг/кг і т.д. за необхід­
ністю. У дозах вище 27 мг/кг фармакологічна ефективність не являє практичного інтересу, 
проте такий підхід дозволить виявити одночасно інтервал токсичних і летальних доз, що по­
легшує визначення DL50. 

Для реалізації такого підходу необхідні дуже великі матеріальні затрати. Це на практиці 
привело нас до деякого спрощення вибору доз для скринінгу. Основним критерієм кількісної 
характеристики фармакологічного ефекту є ізоефективні дози, але як допоміжні можуть ви­
користовуватися і еквімолекулярні. 

Визначення ізоефективних доз для скринінгових досліджень є обов'язковим. 
Фармакологічну активність групи нових сполук, які не мають аналога за структурою серед 

стандартних препаратів, необхідно вивчати в 3-4-х дозах: 0,1; 1,0; 5,0; 20,0 мг/кг з подальшим 
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розрахунком DE30, DE40 або DE50. Нові сполуки, які є аналогами за структурою одного з відо­
мих НПЗЗ (стандартних препаратів), доцільно вивчати в дозах, еквімолекулярних DE50 стан­
дартного препарату, а потім для ефективних сполук розширити діапазон доз в інтервалі, 
близькому до еквімолекулярної дози, з метою розрахунку DE50. При іншому підході можна 
випустити сполуки, які ефективні у діапазоні малих доз. 

2.4. Вивчення антиексудативних властивостей 

Для уточнення механізму антиексудативної дії речовини як флогогени можна використову­
вати 2% розчин формаліну (викликає деструкцію мембранних білків), 6% розчин декстрану 
(сприяє вивільненню біогенних амінів гістаміну та серотоніну), 0,5% розчин серотоніну, 
0,1-0,5% розчин гістаміну, 0,25% розчин трипсину, 0,3% розчин гіалуронідази. 

Якщо у мишей доцільно набряклість стоп визначати зважуванням після ампутації, то у щу­
рів краще проводити механічне вимірювання об'єму стоп у динаміці за А.С. Захаревським |5] 
або за допомогою онкометра. 

Для найперспективніших речовин, що виявляють антиексудативну дію, необхідно вивчити 
наявність аптиироліферативних та антиальтеративних властивостей. 

2.5. Вивчення антипроліферативних властивостей 

У щурів масою 160-180 г, які перебувають під легким ефірним наркозом, на спині депілюють 
ділянку шкіри і в асептичних умовах ножицями роблять поздовжній розріз шкіри і підшкірної 
клітковини довжиною 1,5 см, формують порожнину, куди вміщують стерильну ватну кульку 
масою 15-20 мг, після чого на рану накладають 1-2 шви. На 8 добу досліду імплантовану куль­
ку із утвореною навколо неї грануляційною тканиною виймають, висушують до постійної ваги 
при 55-60°С і вагу утвореної грануляційно-фШрвзної тканини визначають за різницею між ма­
сою висушеної гранульоми та імплантованої,ватної кульки. Речовини вводять щоденно в дозі 
DE30 ~ DE50, яку визначено при гострому ексудативному запаленні. За необхідності дози збіль­
шують (але не більше, ніж до 25 мг/кг) з метою визначення DE30 - DE50 у даному тесті. 

Антиироліферативну дію перспективних речовин можна вивчати також за методикою «ки­
шенькової гранульоми». Щурові підшкірно в міжлопаткову ділянку вводять шприцом 20 см3 

повітря. В утворений повітряний мішок вводять 0,5 мл 50% олійного розчину скипидару. 
Досліджувані речовини вводять в DE30 або DE50, визначеній при ексудативній фазі запален­
ня. На 8 добу тварин декапітують, гранульомний мішок відсеиаровують, зважують, висушу­
ють до постійної маси і визначають масу повторно. Дана постановка досліду дозволяє оці­
нити також антиексудативну дію препарату (за різницею у масі гранульомного мішка до і 
після висушування). 

2.6. Вивчення антиальтеративної дії 

Даний етап дослідження передбачає первинне вивчення речовин з метою виявлення у них 
антиальтеративних властивостей. Існує кілька моделей альтеративного запалення. 

1. Асептичне запалення у щурів, викликане підшкірним уведенням 0,5 мл 9% водного розчи­
ну оцтової кислоти з одночасним внутрішньоочеревинним введенням 6% розчину декстрану 
(300 мг/кг). Недоліком моделі є неоднорідність виразок, які утворилися за їх вихідною пло­
щею, і неодночасність досягнення максимальної величини поверхні рани (7-Ю доба). Пере­
вагою моделі є можливість швидко оцінити цитонротекторну дію речовин, які вивчаються. 

2. Стандартні шкірні рани діаметром 5-Ю мм та глибиною скарифікованої рани від 1,5 до 
5 мм формуються спеціально виготовленим пристроєм - скарифікатором. Під гексеналовим 
наркозом, в асептичних умовах на попередньо депільованій поверхні наноситься стандартно-
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го діаметру і глибини шкірна рана шляхом обертання до тільно притиснутої шкіри скарифі­
каційного пристрою. Перевагою цього методу с стандартні умови формування ран. 

Крім того, вивчення антиальтеративної активності НПЗЗ може бути проведене на моделі лі­
нійних ран, методом формування запалення на шкірі шляхом введення в неї сечовини з одно­
часним внутрішньоочеревинним введенням серотоніну f 13J. 

Для оцінки антиальтеративної активності можуть бути застосовані такі показники: площи­
на рани (мм2) - вимірюють планіметрично протягом 1-25 днів. За цим параметром розрахо­
вується % активності речовин, які вивчаються, відносно нелікованих тварин. Швидкість за­
гоєння ран доцільно розраховувати за формулою [2]: 

v-ioo- -^V^ ' 
де S„ - початкова площина рани (у разі оцтових виразок 4-7-й день), мм2; 

St - площина рани в день вимірювання t, мм2. 
Показник швидкості загоювання ран с відносним і дас можливість характеризувати динамі­

ку перебігу ранового процесу незалежно від різниці величини площі ран у окремих тварин. 
Необхідно також ураховувати % загибелі тварин у контрольній і дослідній групах, а також 

час повного рубцювання. 
Як еталонний препарат можна використовувати мефенамову кислоту, що виявляє вираже­

ну ранозагоюючу активність [15J, або вольтарен (диклофенак-натрій, ортофен). 
Вивчення антиальтеративної активності доцільно проводити на щурах. 
Поряд з вивченням протизапальних властивостей при скринінгових дослідженнях визнача­

ють гостру токсичність перспективних сполук при тому ж шляху введення, при якому вста­
новлена їх фармакологічна активність. 

З метою економії часу, лабораторних тварин і досліджуваних речовин, перевага віддається 
використанню ексирес-методу для визначення DL50 фармакологічно активних сполук |9], з 
наступним розширенням цих досліджень після вибору препарату для поглиблених доклініч-
них випробувань. 

При проведенні скринінгових досліджень необхідно звертати увагу на стан слизової обо­
лонки шлунка експериментальних тварин, а також спостерігати вплив різних доз досліджува­
них речовин при тривалості їх уведення від 1 до 25 днів. 

Результати цих спостережень дозволяють виявити сполуки з ульцерогенною активністю, 
що є додатковою інформацією для встановлення механізму антиексудативної дії речовин: ін­
гібітори ЦОГ виявляють ушкоджуючу дію на слизову оболонку шлунка, а інгібітори ліпокси-
генази ульцерогенної дії не виявляють. 

Після завершення скринінгових досліджень вибір субстанції для розробки нового препара­
ту необхідно проводити з урахуванням таких положень: 

- якщо речовина є аналогом відомих НПЗЗ за механізмом дії, то вона повинна перевершу­
вати найбільш ефективні з них за ефективністю та широтою терапевтичної дії; 

- якщо є припущення, що речовина має нетрадиційний механізм дії, то перспективною буде 
речовина з мінімальною ефективною дозою (не вище 20 мг/кг) і максимальною широтою те­
рапевтичної дії; 

- відсутність ульцерогенної дії; 
- доступність субстанції: 
1) наявність вітчизняних вихідних речовин; 
2) малостадійний синтез, який не вимагає особливих умов; 
3) безпека виробництва; 
4) екологічна чистота виробництва; 
5) вартість усіх реагентів, необхідних для виробництва субстанції, що визначить усі наклад­

ні витрати і собівартість препарату. 
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3. Поглиблене вивчення специфічної активності речовин 

Поглиблене вивчення специфічної активності речовин повинно бути спрямоване на подаль­
ше визначення фармакодинаміки відібраних речовин і дослідження селективності (або полі-
валентності) їх впливу на ті чи інші стадії (форми) запалення. Серед таких можуть бути вико­
ристані наведені нижче експериментальні моделі. 

СХЕМА 
проведення скринінгових досліджень на виявлення протизапальної активності 

І етап Антиексудативна активність 

І | 

Карагеніновий набряк Зимозановий набряк 
1 ' " " 

Пстаміновий набряк Серотоніновий набряк Брадикініновий набряк 

Визначення механізму антиексудативної активності 
Вид 

флогогену 
Інгібітори 
циклоокси-

генази 

Інгібітори 
ліпази 

Інгібітори 
ліпоксиге-

нази 

Антигіста-
мінні 

речовини 

Антисерото-
нінові 

речовини 

Антикінінові 
речовини 

Карагенін + + + + + - + - + - + -
Зимозан + - + + + + + + + + + + 
Гістамін + - + - + - + + + - + -
Серотонін + - + - + - + - + + + -
Брадикінін + - + - + - + - + - + + 
Примітки: (+•+)- виражений фармакологічний ефект за використання ізоефективних доз 

(+ - ) - ефект слабкий або відсутній 

II етап Визначення антинроліфсративної активності 

Модель ватної гранульоми Модель карманної гранульоми 

III етап Визначення антиальтеративиої активності 

Оцтовокислі виразки на шкірі Різані рани 

IV етап Вивчення гострої токсичності з визначенням DL50 та розрахунок терапев­
тичного індексу (ТІ) за різними видами активності 

ТІ = 
DL, 50 

DE 50 

де DL50 - яка призводить до загибелі 50% дослідних тварин; 
DE50 - доза, яка справляє 50% терапевтичний ефект. 

298 ДООІІІІЧІІІ дослідження лікарських засобі» (методичні рекомендації) 



Розділ III 

3.1. Поглиблене вивчення антиексудативних властивостей 

Антиексудативна активність перспективних речовин може бути вивчена на моделі порушен­
ня проникності гематоплеврального бар'єру у щурів внутрішньоочеревинним введенням 6% 
розчину амонію хлористого з розрахунку 400 мг/кг маси тварин 112J. У печінці амонію хло­
рид гідролізується з утворенням сечовини і соляної кислоти, яка призводить до зменшення 
лужних резервів крові, ацидозу, появи гемолізу еритроцитів, метгемоглобіну. Розвивається 
виражена гіпоксія і ацидоз, які у свою чергу збільшують проникність гематоплеврального 
бар'єру, ЕЮ в кінцевому результаті призводить до розвитку альвеолярного набряку легень. 

Поряд з місцевими проявами (набряк легень) хлорид амонію індукує системні порушення: 
синдром «шокового стану», який можна розцінювати як нульмональний шок. 

Досліджувані сполуки і стандартні препарати вводять у дозах DE50, які визначені на моделі 
карагенінового запалення, за 1 годину до введення NH4C1. Ефективність фармакологічних 
препаратів оцінюють за виживанням тварин, зменшенням коефіцієнту набряку легень (КНЛ), 
за яким розраховують антиексудативну активність (А): 

100(КНЛД-ВКЛ,) 
А(/о)-100 КНЛ К -ВЩ ' 

де КНЛД - коефіцієнт набряку легенів у групі тварин, які одержували досліджуваний фар­
макологічний препарат; 

КНЛК - коефіцієнт набряку легенів у контрольній групі тварин; 
ВКЛ, - ваговий коефіцієнт легенів інтактних тварин. 

Як допоміжний тест можна використовувати гіперволемічний набряк мозку у щурів, який 
викликається внутрішньоочеревинним введенням 0,9 % NaCl в об'ємі 20 % від маси тіла тва­
рин, а також гострий перитоніт у тварин [4J. Активність досліджуваних речовин при введенні 
за 1 годину до розвитку набряку мозку визначають за інтегральними показниками: виживан­
ням і тривалістю життя тварин, а також за масою мозку і різницею у висушеному і неиисуше-
ному вигляді за формулою: 

A(%) = I O O - A M ^ , 
АМК 

де ДМЛ - різниця в масі між набряклим невисушеним і висушеним мозком у дослідній гру­
пі тварин; 

ДМК - різниця в масі між набряклим невисушеним і висушеним мозком у контрольній гру­
пі тварин. 

Різноманітні протизапальні засоби виливають на окремі патофізіологічні і біохімічні меха­
нізми запалення або на декілька одночасно. Численні дані свідчать про те, що речовини, які 
виявляють виражену дію при одних видах запалення, є малоефективними або неефективни­
ми при інших. Це обумовлено тим, що запалення, яке викликається різноманітними агентами, 
відрізняється особливостями свого розвитку і факторами, які беруть участь в його генезі. У 
зв'язку з цим відібрані речовини необхідно вивчати на моделях гострого ексудативного запа­
лення, індукованого різними флогогенними агентами. їх коротка характеристика наведена в 
таблиці 3. Досліди проводять на щурах. Флогогенні агенти вводять субплантарно в об'ємі 0,1 
мл у відповідних концентраціях (табл. 3). Розвиток гострого ексудативного запалення зале­
жить від якості, хімічної чистоти агентів, тому необхідно намагатися використовувати флого­
генні речовини фірм «Sigma», «Werk» та ін. Активність фармакологічних речовин доцільно 
оцінювати на піках максимального розвитку набряку: гістамінового - ЗО хв, формалінового -
180 хв, альбумінового - 120 хв, декстранового, трипсинового та гіалуронідазного - 60 хв, 
иростагландинового - 30-60 хв. 
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Таблиця З 

Динаміка запалення, у щурів за дії різноманітних флогогенних речовин 
(приріст об'єму кінцівки, % відносно вихідного, М±т)[6] 

Флогогенний агент, 
0,1 мл субплантарно 

Час після ін'єкції, година Флогогенний агент, 
0,1 мл субплантарно 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 
Декстран, 6% 53,0±13,8 69,0±14,5 68,0±13,9 73,0±14,0 78,0±13,9 78,0+15,8 
Серотонін, 0,01% 57,0+7,9 69,0±10,5 67,0+12,3 62,0±8,2 - 54,0±9,7 
Гістамін, 0,1% 43,0+4,1 25,0+5,1 21,0+5,3 15,0+2,4 12,0±4,8 15,0±2,7 
Овальбумін, 1,5% 40,0±5,2 52,0±5,4 51,0+5,8 56,0+5,8 57,0±7,5 53,0±6,3 
Формалін, 2% 35,0+4,8 36,0±4,5 40,0±6,7 40,0±6,5 49,0+9,5 62,0±9,3 
Трипсин, 0,5% 84,0+5,3 101,0±6,8 100,0±6,5 95,0±8,1 80,0±14,1 86,0±10,8 
Гіалуронідаза, 0,3% 44,0+6,3 59,0+6,6 68,0+6,3 62,0+7,0 50,0±7,5 37,0±8,4 
Карагенін, 1%* 36,0±3,7 100,0±8,2 - 201+10 - 383+20 
Простагландин Е2, 
1-10-6г/л* 50,0+2,2 67,0+4,8 37,0±2,8 20,0±2,6 - -

* Власні дані. 

Слід відмітити, що механізм розвитку запальної реакції при карагеніновому набряці відріз­
няється від такого при формаліновому. М. Di Rosa et al. [18], провівши серію дослідів, встано­
вили таку схему механізму карагенінового набряку: у перші 30-90 хв у патогенезі запалення 
беруть участь гістамін та серотонін, в інтервалі між 1,5-2,5 годинами - кініни, а між 2,5-
5,5 годинами - простагландини. 

При формаліновому набряку пусковим моментом у розвитку ексудативного запалення є 
білкова деструкція мембран. 

Різноплановість природного стимулювання процесу ексудації на даних моделях дозволяє 
припустити механізм антиексудативної дії речовин, які вивчаються. 

Крім описаних експериментальних тестів для оцінки антиексудативної дії НПЗЗ, рекомен­
дованих для місцевого застосування, може бути використана модель ексудативного запален­
ня вуха щурів (мишей), викликаного 20% спиртовим розчином сірчаної кислоти, кротоновою 
олією, карагеніном [1J. 

3.2. Поглиблене вивчення антипроліферативних властивостей 
перспективних речовин 

Найраціональпішим є вивчення потенціальних НПЗЗ на моделях артритів. 
При цьому дослідження можуть проводитись як на спонтанно виникаючих хронічних про-

ліферативних артритах (наприклад, у свиней), так і на моделях артритів, викликаних впливом 
на ендокринні залози, імунологічними та фізичними методами, а також внутрішньосуглобо-
вими ін'єкціями інфекційних та хімічних агентів (карагеніну, каоліну, тальку, 6-сульфаніла-
мідоін-дазолу та ін.). 

Найзручнішою для вивчення протизапальних засобів є модель так званого «ад'ювантного» 
артриту, яка вважається найбільш адекватною ревматоїдному артриту у людини. 

Згідно з цією методикою, ад'ювант типу Фрейнда (склад: 1 частина ланоліну, 2 частини ва­
зелінової олії та вакцини БЦЖ із розрахунку 5 мг/мл) вводиться підшкірно в дистальну тре­
тину хвоста з розрахунку 0,1 мл на щура. Через 1-2 дні у всіх тварин на місці введення 
ад'юванта розвивається місцева запальна реакція, яка супроводжується значним збільшенням 
об'єму хвоста. У частини тварин на місці ін'єкції виникають виразки. У наступні дні в під­
шкірній клітковині хвоста з'являються тверді вузли, некротичні явища посилюються і в окре­
мих випадках призводять майже до гангрени дистальної третини хвоста. Максимум виявлен­
ня місцевої запальної реакції в ділянці хвоста спостерігається на 5-10-у добу, потім актив­
ність процесу поступово зменшується. 
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По закінченні латентного періоду (10-14 діб з моменту введення ад'юванта) у 80-90 % тва­
рин розвиваються поліартрити задніх і передніх кінцівок. Найбільш виражені зміни спостері­
гаються з боку гомілковостопних суглобів задніх кінцівок (дуже виражений набряк, гіперемія, 
біль та порушення руху). Вищеописані ознаки нерідко супроводжуються вісцеритами, 
кон'юнктивітами, кератитами, сухістю шкіри. Погіршення стану тварин прогресує і нерідко 
призводить до загибелі. 

Вплив лікарських засобів на розвиток і перебіг ад'ювантних артритів оцінювали за їх здат­
ністю зменшувати біль і набряк кінцівок. Крім того, про ефективність сполук можна судити за 
об'ємом хвоста (місцева запальна реакція). Об'єм хвоста вимірюють у мірному циліндрі і от­
риманий результат виражають у мл витиснутої рідини. Для більш об'єктивної оцінки проти­
запального ефекту слід проводити морфологічне вивчення тканини суглоба, периферичної 
крові, визначати вміст оксипроліну в сечі, гексозамінів (глюкозаміну) у сироватці крові. 

Досліджувані препарати рекомендується вводити перорально 1 раз на добу в дозі DE50 (при 
вивченні профілактичної дії - з моменту введення ад'юванта; при вивченні лікувального 
ефекту - з моменту виразної появи генералізації процесу, тобто з 14-18 діб). Тривалість даної 
моделі - 22-30 діб. 

Сучасний асортимент протизапальних препаратів, які поліпшують метаболізм суглобного 
хряща, є вкрай обмеженим, тому рекомендується вивчати вплив речовин на моделі остеоар-
трозу у щурів [3]. Як еталонні рекомендується використовувати такі препарати, як артепарон, 
румалон, мукартрин. 

Зважаючи на те, що обов'язковим компонентом патоморфозу остеоартрозів є проліфератив-
не запалення, дистрофія і деструкція суглобного хряща, інтерес викликають препарати, що 
стимулюють пластичні процеси в хондроцитах і синовіоцитах, а з іншого боку - катаболічні 
процеси, які уповільнюються у тканинах суглоба. З цих позицій моделі остеоартрозу у щурів 
віддається перевага. Модель посттравматичного артрозу у щурів, який розвиває гьея у тазос­
тегновому суглобі після нанесення стандартного дефекту (діаметром 2 мм), який проникає че­
рез суглобний хрящ у субхондральну кістку. Під гексеналовим наркозом (60 мг/кг) через бо­
ковий доступ розрізають тазостегновий суглоб і кератомом проводять різке надавлювання на 
суглобний хрящ голівки до спеціальної відмітки на кератомі. Витягують кератом і видаляють 
вміст. Рана зашивається пошарово. Дослід триває ЗО діб. Після виведення тварин з досліду 
для подальших досліджень беруть голівки стегнової кістки (3-4-місячних щурів), де визнача­
ють рефракцію глюкозоаміноглікану та колагену. 

Вплив речовин на хід адріаміцинової кардіоміопатії у щурів також може характеризувати їх 
ефективність при ироліферативному запаленні 110J. 

Щурам внутрішньоочеревинно і внутрішньовенно одноразово вводять адріаміцин у дозі 
20 мг/кг. Вивчають такі показники: виживання тварин, дані ЕКГ, визначають вміст оксипро­
ліну, проводять патоморфологічне дослідження міокарда лівого шлуночка. Досліджувані ре­
човини вводять одноразово в дозі DE50 за протизапальним (антипроліферативним) ефектом 
протягом 10 днів. 

33. Поглиблене вивчення антиальтеративних властивостей 
перспективних речовин 

Відібрані речовини вивчають на моделях запалення з переважанням альтеративних змін, 
адекватних захворюванням людини. Одна з них - сироватковий алергічний міокардит у кро­
ликів. Тварин сенсибілізують шляхом триразового введення нормальної кінської сироватки в 
дозі 0,5 мл/кг, яку вводять через день. Розрішуючу дозу (0,5 мл на тварину) тієї ж сироватки 
вводять у серцевий м'яз (ділянка лівого шлуночка) на 21 день з моменту закінчення сенсибі­
лізації. Уведення антигену в серцевий м'яз дозволяє локалізувати запальну реакцію і попере­
дити розвиток анафілактоїдної реакції у кроликів. Досліджувані речовини вводять у добових 
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дозах DE30 - DE5o, визначених у скринінгових дослідженнях. Контроль за станом тварин про­
водять згідно з показниками функціонального стану міокарда (ЕКГ) та морфологічних змін у 
серцевому м'язі в динаміці на 3, 7, 14, 21 день досліду. 

Альтеративне ураження міокарда можна викликати у щурів сумісним уведенням фуразолі-
дону в дозі 200 мг/кг внутрішньоочеревинно та ізадрину 40 мг/кг внутрішпьом'язово через 
1 годину після фуразолідону. Досліджувані речовини в дозах DE30 - DE50 вводять протягом 
4 днів, ефективність оцінюють за показниками ЕКГ (амплітуда зубця R, частота серцевих ско­
рочень (ЧСС), R-R, підйом сегмента ST над ізолінією), активністю маркерних ферментів 
пошкодження кардіоміоцитів аспартатамінотрансферази (АсАТ) та лактатдегідрогенази 
(ЛДГ), результатами патоморфологічного дослідження, ваговим коефіцієнтом серця. Ступінь 
ушкодження кардіоміоцитів можуть відображати продукти перекисного окислення ліпідів -
малоновий діальдегід та дієнові кон'югати (МДА та ДК). 

Виражені альтеративні зміни виявляються в печінці при її ураженні тетрахлорметаном, то­
му дана модель також може бути використана при поглибленому вивченні антиальтеративних 
властивостей досліджуваних речовин. 

Альтеративні зміни є провідним компонентом деструктивних процесів, що виникають у 
слизовій оболонці шлунка щурів після сумісного перорального введення етилового алкоголю 
(80%; 0,8 мл) та преднізолону (20 мг/кг). Попередньо за 1 годину до введення агресивних 
агентів і через 3 години після них вводяться досліджувані речовини перорально в DE30 - DE50. 
Через добу після останнього введення речовини тварин декапітують, виймають шлунки, про­
водять детальний мікроскопічний огляд, підрахунок кількості виразок, площу виразкового 
ураження, виразковий індекс, % тварин з виразками у групі [6J. Згідно із зазначеними вище 
показниками визначають антиальтеративну активність речовин. 

4. Вивчення аналгезуючих, жарознижуючих та ульцерогенних 
властивостей нових хімічних сполук 

Про аналгезуючу активність досліджуваних препаратів групи НПЗЗ судять за зміною під їх 
виливом порогу больової чутливості у тварин при різних видах больового подразнення: хіміч­
ному - мишам внутрішньоочеревинно вводять 3% оцтову кислоту із розрахунку 300 мг/кг ма­
си тіла. У тварин виникають «корчі» - судомні скорочення очеревинних м'язів, що супровод­
жуються витягуванням задніх кінцівок і прогинанням спини. Препарати вводять перорально 
у вказаних у розділі 2.3 дозах за 1 годину до індукції корчів. Ефективність досліджуваних ре­
човин оцінюють 'за здатністю зменшувати (у %) кількість «корчів» (підрахунок протягом 
20 хвилин) у порівнянні з контрольними тваринами. 

Дана модель дозволяє виявити аналгетичний ефект, пов'язаний з пригніченням біохімічних 
альгогенів: кінінів, простагландинів, біогенних амінів, виділення яких викликане оцтовою 
кислотою. 

При контактно-тепловому подразненні визначається вихідна реакція мишей (час початку 
облизування задніх кінцівок) при розташуванні їх па стандартній пластинці з температурою 
55°С (дана температура підтримується за допомогою термостата). Потім швидкість цієї ж ре­
акції (у сек) враховується після введення тваринам досліджуваної речовини за 1 годину до 
дослідження, і її зміни виражаються у відсотках від вихідної. 

Модель термічного подразнення дозволяє виявити центральний компонент у механізмі 
аналгетичної дії речовин. 

Як препарати порівняння під час вивчення аналгетичної активності НПЗЗ і ненаркотичних 
аналгетиків доцільно використовувати анальгін, DE50 якого складає 55 мг/кг на моделі «оцто­
вокислих корчів». На моделі термічного подразнення кінцівок анальгін ефективний у значно 
вищих дозах, близьких до 1000 мг/кг. 

Доцільно також вивчати аналгетичні властивості речовин, які запропоновані для клінічних 
випробувань, за методом, в основу якого покладений принцип механічного здавлювання кінці-
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вок щурів - метод Рондал і Селіто. Ступінь здавлювання реєструється ртутним або механіч­
ним манометром і виражається у мм рт.ст. Поява болю фіксується за писком тварини. У дано­
му методі у однієї й тієї ж тварини досліджується реакція на здавлювання як інтактної лани, 
так і лапи, в яку за 4 години до досліду субплантарно вводиться 0,1 мл 2 % розчину формаліну. 
Досліджувані речовини вводяться перорально у вказаних дозах через 2 години після ін'єкції 
альгогену. Розраховується DE50 за результатами тесту як для здорової кінцівки, так і для кін­
цівки з запаленням. Анальгезія запальних тканин дозволяє говорити про наявність у механіз­
мі знеболюючої дії, поряд з центральним, також і периферичного компонента. Підвищення по­
рогу больової чутливості на здоровій лапі дозволяє припускати центральні механізми аналге-
зуючої дії, а підвищення порогу больової чутливості на набряклій кінцівці пов'язане з антиек-
судативними властивостями речовини і вказує на периферичний компонент аналгезуючої дії. 

Крім того, для виявлення участі центральних механізмів в антиноцицептивній дії речовин, 
які вивчаються, необхідно використовувати серії дослідів з антагоністом опіатних рецепторів 
налоксоиом. Його вводять в інтервалі доз 0,1-1,0 мг/кг внутрішньоочеревинно, паралельно із 
сполуками, які досліджуються. Дозу налоксона вибирають залежно від необхідності заблоку­
вати ті чи інші опіатні рецептори (-мю, канна, сігма, дельта). 

Допоміжними тестами для вивчення анальгетичних властивостей можуть служити методи 
електричного і теплового подразнення хвоста у дрібних лабораторних тварин. 

Жарознижуюча властивість відібраних сполук оцінюється за їх спроможністю виявляти гі­
потермічний ефект у щурів із лихоманкою, викликаною введенням пірогеналу (внутрішньо­
венно, 500 МПД/кг маси тіла). 

Досліджувані речовини вводять перорально в дозі DE30 - DE50 на фоні максимального під­
вищення температури (2 години) і динаміку зміни температури реєструють відносно кон­
трольних тварин щогодини протягом 3 годин у прямій кишці термометром. 

Як додаткові тести для оцінювання гіпотермічного ефекту препаратів може бути використана 
також лихоманка, викликана введенням дріжджів, динітрофенолу, знежиреного молока [ 13J. 

З метою з'ясування характеру виливу відібраних сполук на слизову оболонку шлунково-
кишкового тракту досліджувану речовину вводять щурам внутрішньошлунково в 0,1% суспен­
зії карбоксиметилцелюлози в об'ємі 1 мл/100 г маси тіла. Попередньо тварин витримують про­
тягом доби на голодній дієті з вільним доступом до води. Речовину вводять 1 раз на добу про­
тягом 4-х днів, тварин виводять з експерименту через 24 години після останнього введення. На 
розтині у всіх тварин проводять макроскопічне дослідження слизової шлунка і дванадцятипа­
лої кишки на наявність виразок. Ульцерогениий ефект оцінюється згідно з такою шкалою: пло­
ща виразок у балах - 1- -2 мм2 -1 бал, 3-5 мм2 - 5 балів, 6-Ю мм2 - 10 балів, 11-15 мм2 - 15 ба­
лів, 15 мм2 та більше - 20 балів, масивні виразкові ураження - 25 балів. 

5. Короткі відомості про дослідження, 
які характеризують нешкідливість НПЗЗ 

Вичерпна інформація про дослідження, які характеризують нешкідливість НПЗЗ, є у відпо­
відних нормативних документах ДФЦ МОЗ України [8], що регламентують перелік необхід­
них досліджень, їх тривалість, вид тварин та дози. Проте залежно від оргапоснецифічпості во­
на може змінюватись. Якщо препарат рекомендується для лікування опорно-рухового апа­
рату, тривалість хронічної токсичності - 9-12 місяців (на одному виді тварин), 6 місяців - на 
інших видах. Для лікування запальних захворювань серцевого м'яза період дослідження ста­
новить 6 місяців. 

Рекомендовані дози: 1; 2,5 і 10 DE50 на одному виді тварин, 2,5 DE50 - на двох інших. 
Окрім гострої і хронічної токсичності, вивчаються: місцевоподразнююча дія (для речовин, 

що приймаються досередини - відомості про вплив НПЗЗ на слизову оболонку шлунково-
кишкового тракту; внутрішньом'язово - місце ін'єкції; місцево - слизові прямої кишки, ока, 
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Схема скринінгу і доклінічного вивчення нових НПЗЗ 

І етап 
(скринінг) 

Вивчення 
антиексудативних 

властивостей 

Вивчення 
антипроліферативних 

властивостей 

Вивчення 
антиальтеративн их 

властивостей 

Визначення DE 50 

Визначення DL50 

II етап 
(доклінічні 

дослідження) 
Поглиблене вивчення фармакодинаміки відібраних речовин 

Антиексудативні 
властивості (на щурах): 
- набряк легенів; 
- набряк мозку; 
- перитоніт; 
- плеврит; 
- УФ-еритсма 

Антиальтеративні властивості 
(на щурах): 
- ізадриновий (ізадриново-
фуразолідоновий) міокардит; 
- алкогольно-фуразолідонова 
кардіоміопатія; 
- адриаміцинова кардіопатія; 
- гепатит СС14; 
- алкогольно-преднізолонове 
ушкодження шлунка 

III етап 
(доклінічні 

дослідження) 

Вивчення можливого механізму дії: 
- вплив на біосинтез простаноїдів; 
- аналіз протинабрякової дії 
(гістаміновий, серотоніиовий, 
декстрановий, трипсиновий, 
гіалуронідазний, PGE2 набряки); 
- вилив на кінінову систему; 
- мембранні властивості; 
- участь в антиоксидантній системі; 
- лізосомальна активність; 

участь в нейро-гуморальній 
регуляції (гіпофіз-надниркова); 
- дія на клітинні елементи осередку 
запалення 

Антиироліферативні 
властивості (на щурах): 
- ватна гранульома; 
- артрити; 
- ад'ювантний артрит; 
- остеоартроз 
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IV етап 
(доклінічні 

дослідження) 

Вивчення аналгетичних властивостей 

Моделі для виявлення аналгетичної 
дії НПЗЗ, яка пов'язана з 
пригніченням активності 
периферичних медіаторів запалення 
і болю: гістаміну, кінінів, 
простагландинів, лейкотриєнів 

Модель "оцтово­
кислих корчів" 
(у митей) 

Модель каолі­
нових "корчів" 
(у мишей) 

Модель ацетил-
холінових "кор­
чів" (у мишей) 

Моделі для виявлення 
центрального компонента в 
механізмі аналгетичної дії НПЗЗ 

Модель 
"гарячої 
пластини" 

Модель термічного 
подразнення хвоста 
(у мишей чи щурів) 

Електричне подраз­
нення кінцівок 
(у мишей чи щурів) 

Моделі зі змішаним механізмом розвитку болю 

Модель Рендал і Селіто: механічне подразнення здорової лапи і лапи з запаленням у щурів 

V етап 
(доклінічні 

дослідження) 
Досліди, що характеризують безпечність НПЗЗ 

Гостра токсичність на трьох видах 
тварин із визначенням органів-мішеней 

Хронічна токсичність на щурах, 
кролях і собаках у дозах DE50; 
2,5 DE50; 10 DE50 

Специфічна токсичність препарату: 
- алергізуюча дія; 
- імунотропна дія; 
- мутагенна дія; 
- ембріотоксична та тератогенна дія; 
- гонадотропна дія; 
- канцерогенна дія 

Вивчення фармакокінетики нового 
фармакологічного препарату 
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ротової порожнини), кумулятивні, алергізуючі, імунотропні, мутагенні, ембріотоксичні та те-
ратогенні властивості. 

На першу фазу клінічних досліджень бажано подати дані про експериментальне вивчення 
лікування отруєнь, викликаних передозуванням речовини. 

Література 

1. Гапура В.В. Методы первичного фармакологического исследования биологически актив­
ных веществ.- М.: Медицина, 1974.- 143 с. 

2. Гончар A.M., Koran А.С., Салганик Р.И. Раневой процесс и иммобилизированпые протео-
литические ферменты.- Новосибирск: Наука, 1986.- 29 с. 

3. Дедух Н.В., Зупанец И.А., Черных В.Ф., Дроговоз СМ. Остеоартрозы: пути фармакологи­
ческой коррекции.- X: Основа, 1992.- 140 с. 

4. Ерюхин И.А., Белый В.Я., Вагнер В.К. Воспаление как общебиологическая реакция па мо­
дели острого перитонита- Л.: Наука, 1989.- 262 с. 

5. Захаревский А.С. Влияние некоторых производных индола па нервную систему: Автореф. 
дис. ...канд. мед. наук.- Минск, 1969.- 78-80 с. 

6. Зупанец И.А., Бездетко Н.В., Речкиман Н.Э., Семенов А.Н. Перспектива использования 
аминосахаров при язвенных поражениях желудка/Дастроэнтерол.- 1991.- Вып. 23.- С. 50 53. 

7. Лещинский А.Ф., Зуза З.И. Пелоидо- и фармакотерапия при воспалительных заболевани­
ях.- К.: Здоров'я, 1985.- 184 с. 

8. Методические рекомендации по представлению документации на лекарственные средства 
в Фармакологический комитет Министерства здравоохранения Украины.- К., 1993.- 36 с. 

9. Пастушенко Т.В., Маруший Л.Б., Жуков А.А., Пилипенко Ю.А. Экспресс-метод определе­
ния среднесмертельных доз химических веществ/УГигиена и санитария.- 1985.- №6.- С. 46- 48. 

10. Семенова Л.А., Непомнящих Л.М., Семенов Д.Е. Морфология пластической недостаточ­
ности мышечных клеток сердца.- Новосибирск: Наука, 1985.- 241 с. 

11. Сигидип Я.А., Шварц Г. Я., Арзамасцев А.П., Либерман С.С. Лекарственная терапия вос­
палительного процесса.- М.: Медицина, 1988.- 240 с. 

12. Триияк В.Г. Особенности развития и течения острого отека легких в условиях гипер- и 
гипотермии на фоне эфирного наркоза//Бюлл. эксперим. биол. и мед.- 1986.- №7.- С. 40-41. 

13. Тринус Ф.П., Клебанов Б.М., Мохорт Н.А. Методы скрининга и фармакологического 
изучения противовоспалительных, анальгезирующих и жаропонижающих веществ (методи­
ческие рекомендации).- К., 1974.- 27 с. 

14. Тринус Ф.П., Мохорт Н.А., Клебанов Б.М. Нестероидные противовоспалительные сред­
ства.- К.: Здоров'я, 1975.- 240 с. 

15. Тринус Ф.П., Клебанов Б.М., Гаиджа И.М., Сейфулла Р.Ф. Фармакологическая регуля­
ция воспаления.- К.: Здоров'я, 1987.- 144 с. 

16. Чекман И.С. Осложнения фармакотерапии.- К.: Здоров'я, 1980.- 235 с. 
17. Яковлева Л.В., Зупанец И.А. Использование модели каррагенинового отека у мышей при 

поиске противовоспалительных средств.- X., 1987.- 6 с. /Харьк. гос. фармац. ип-і. Ден. в Укр 
НИИНТИ 07.07.87.- № 1908- Ук 87. 

18. Di Rosa M., Giroud J.P., Willoughby D.A. Stadies on the mediators of the acute inflammato­
ry response induced in rats in different sites by carrageenan and turpcntine//J. Patol.- 1971. 
V.104,Xel5.-P.29. 

19. Gado K., Gigler G. Zymosan inflammation: A new method suitable for evaluating new antiin­
flammatory drugs//Agents and Actions.- 1991.- V.32, №1 -2.- P. 119-121. 

20. Wauwe van J.P., Goossens J.G. Arabinogalactan - and dextran - induced ear inflammation in 
mice: Differential inhibition by H-antihistamines 5-HT - serotonin antagonists and lipoxygenase 
brockers//Agents and Actions.- 1989.- V.28, №1-2.- P. 78-82. 

306 ДОКЛІІІІЧІІІ дослідження лікарських засобів (моїодичні рекомендації) 



Розділ III 

ПОШУК ТА ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ 
ВИВЧЕННЯ ФАРМАКОЛОГІЧНИХ РЕЧОВИН, 

ЯКІ ПРОПОНУЮТЬСЯ ЯК 
НЕНАРКОТИЧНІАНАЛГЕТИКИ 

Мохорт М.А., 
Яковлева Л.В., 
Шаповал О.М. 

Перелік скорочень 

АСК - ацетилсаліцилова кислота 
ГАМК - гамма-аміномасляна кислота 
ДА - дофаміновий 
ЛОГ - ліпоксигеназа 
ЛРЯ - латеральне ретикулярне ядро 
ЛТ - лейкотрісни 
НА - наркотичні аналгстики 
ННА - пепаркотичні аналгетики 
НПЗЗ - нестероїдні протизапальні засоби 
ПГ - простагландини 
ЦОГ - циклооксигеназа 
ЦСР - центральна сіра речовина 

Вступ 

Проблема болю та аналгезії займає одне з центральних місць в сучасній медицині та біоло-
іії і с предметом широкомасштабного мультидисциплінарного дослідження. 

Біль - не тільки симптом багатьох гострих та хронічних захворювань, але й складний пси­
хофізіологічний феномен, який залучає механізми регуляції та формування емоцій, моторні, 
гуморальні та гемодинамічні реакції. 

Специфічна фармакологічна корекція болю здійснюється препаратами груп наркотичних і 
ненаркотичних аналгетиків та нестероїдних протизапальних засобів (ННА та НПЗЗ). Нарко­
тичні аналгетики (НА) проявляють виражену центральну аналгетичну дію, т о дозволяє ви­
користовувати їх для лікування болів високої інтенсивності, небезпечних для життя людини. 
В дії ННА та НПЗЗ переважає периферична аналгетична дія, за рахунок якої препарати цієї 
групи ефективні при болях помірної інтенсивності, безпечних для життя. 

Застосування препаратів ірупи ННА та НПЗЗ часто супроводжується розвитком таких по­
бічних ефектів, як гастротоксичність, гепаготоксичність, иефротоксичність та інших, які 
пов'язані з особливостями їх механізму дії. Одним із механізмів дії препаратів групи ННА та 
НПЗЗ є пригнічення біосинтезу простагландинів (ГІГ) і лейкотрієнів (ЛТ), які утворюються в 
процесі метаболізму арахідонової кислоти за участю ферментів циклооксигенази (ЦОГ) та лі-
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поксигенази (ЛОГ). ПГ та ЛТ беруть участь не тільки в розвитку патологічних процесів (болю, 
запалення), але й в регуляції функціональної діяльності багатьох органів і систем організму. 
Відомо, що фермент ЦОГ має дві ізоформи ЦОГ-1 та ЦОГ-2. Ізофермент ЦОГ-1 контролює 
синтез ПГ, які регулюють мікроциркуляцію в слизовій оболонці шлунка, функцію тромбоци­
тів та нирковий кровоток. Ізофермент ЦОГ-2 приймає участь в біосинтезі ПГ, які відповідають 
за протікання запальних процесів. Препарати групи ННА та НПЗЗ (анальгін, парацетамол, 
ацетилсаліцилова кислота (АСК), індометацин, вольтарен, піроксикам та ін.) пригнічують і 
ЦОГ-1 і ЦОГ-2, тому, поряд із значною фармакологічною дією вони проявляють характерні по­
бічні ефекти. Побічні ефекти ННА та НПЗЗ обумовлюються також тим, що коли пригнічуєть­
ся ЦОГ, метаболізм арахідонової кислоти йде за ліпоксигеназним шляхом і підсилюється біо­
синтез ЛТ, які також можуть спричинювати ушкодження печінки, нирок, слизової оболонки 
шлунка та ін. Тому зараз існує декілька напрямків пошуку та створення нових ННА та НПЗЗ. 
Одними з них є пошук і створення селективних інгібіторів ЦОГ-2 і селективних інгібіторів ЛТ. 
Так, створені і застосовуються в клініці селективні інгібітори ЦОГ-2 мелоксикам, месулід, ні-
месулід, лориоксикам, які характеризуються вираженими аналгетичними, протизапальними та 
жарознижуючими властивостями та мінімумом побічних ефектів. 

Проте, значний арсенал сучасних ННА та НПЗЗ і створення нових селективних інгібіторів 
ЦОГ-2 не вирішують проблему виникнення побічних ефектів при тривалому застосуванні пре­
паратів цієї групи в клініці. Крім того, поряд із новими засобами, широко використовуються 
традиційні (парацетамол, анальгін, аспірин, вольтарен, піроксикам та ін.), які не позбавлені 
шкідливого впливу на організм людини. Тому в Україні гострою проблемою залишається забез­
печення населення препаратами цієї групи: номенклатура сучасних вітчизняних ННА представ­
лена в основному генеричними препаратами і не задовольняє потреб населення, а сучасні імпор­
тні лікарські засоби залишаються дорогими та малодоступними для широкого кола громадян. 

У даних Методичних рекомендаціях, на думку авторів, наведена оптимальна схема пошуку 
ННА, яка дозволяє виділити ефективні фармакологічні речовини, вивчити периферичні та 
центральні механізми їх аналгетичної дії. Описаний підхід дозволяє прогнозувати вірогід­
ність розвитку фізичної залежності при застосуванні препаратів, а також можливі альтерна­
тивні механізми аналгетичної дії. 

і. Патологічні механізми больового синдрому 

Лікування больового синдрому - одна з найбільш складних проблем, що стосується багать­
ох областей клінічної медицини. Раціоналізація застосування існуючих та вишукування но­
вих методів та засобів боротьби із болем потребує ясних уявлень про фізіологічні, біохімічні 
та психофізіологічні механізми формування болю та проведення больових імпульсів по ЦНС. 

На сучасному етапі існує декілька загальних теорій, які пояснюють принципи формування 
больового збудження. Найбільш загальноприйнятим вважається уявлення про те, що форму­
вання болю можна пояснити за допомогою теорії специфічності та теорії інтенсивності [1]. 

Концепція теорії специфічності болю розглядає його як специфічну модальність, що форму­
ється під впливом тільки больових подразників. Це підтверджується існуванням високопоро-
гових рецепторів, які локалізуються в.шкірі, сухожилках, м'язах, судинах і т.д. та активують­
ся під виливом сильних і ушкоджуючих подразників. До таких стимулів можна віднести ме­
ханічні пошкодження, високотемпературні та хімічні впливи. Ці рецептори є больовими або 
ноцицепторами [2-4]. 

Однак, існують дані про те, що больове збудження виникає при подразненні не тільки спе­
цифічних ноцицепторів, але й полімодальних або неноцицептивних рецепторів. В цьому ви­
падку формування больового збудження можна пояснити з позиції теорії інтенсивності або 
теорії неспецифічності болю. Суть останньої зводиться до того, що в периферичних механіз­
мах виникнення болю основне значення відводиться просторово-часовому співвідношенню 
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аферентних імпульсів та сумації сенсорних подразнень (навіть небольових), які, досягаючи 
критичного рівня, викликають виникнення больового відчуття 11, 5J. 

Обидва уявлення про механізми болю мають свої сильні і слабкі сторони, проте теорія спе­
цифічності набуває все більш вагомі експериментальні докази [6J. Такому положенню в знач­
ній мірі сприяло відкриття в центральній нервовій системі опіатних рецепторів [7], виділення 
та встановлення біологічної ролі енкефалінів, а також ряду біологічно активних речовин, та­
ких як ацетилхолін, катехоламіни, гістамін, серотонін, кініни, ПГ, ЛТ, іони К̂  і Сач' , та інші 
18, 9, 10], які сприяють передачі збудження по нервових шляхах та проведенню ноцицептив-
ної сигналізації, виконуючи тим самим функцію медіаторів болю. Вони можуть вивільнятися 
з депо або накопичуватися в тканинах у результаті деяких патологічних процесів, чи то при 
ушкоджуючій дії на тканину різноманітних агресивних хімічних агентів або фізичних факто­
рів, опосередковуючи тим самим їх ноцицептивну дію або сенсибілізуючи ноцицептори [8, 
11-18]. Все це підтверджує положення про те, що больова реакція є специфічним в нейрохі-
мічному відношенні інтегративним станом мозку [19]. 

Останніми роками широке розповсюдження одержала теорія «воротного контролю» або 
«вхідних воріт», яка дає пояснення виникнення болю на основі нейрофізіологічної модуля­
ції больового сигналу на рівні спинного мозку. Теорія «воротного контролю» пропонує мо­
дель, у відповідності з якою нервові імпульси, викликані больовим стимулом, контролю­
ються в задніх рогах спинного мозку, функція яких пов'язана з модифікацією висхідного 
ноцицептивного потоку по периферичних нервових волокнах. У випадку, коли «ворота» 
знаходяться у відчиненому стані, ноцицептивна інформація досягає головного мозку, вик­
ликаючи формування психофізіологічного стану, що кваліфікується як біль. При частково 
або повністю «закритих воротах» передача в головний мозок ноцицептивного аферентного 
потоку різко зменшується або припиняється. Дослідження за допомогою мікроелектронної 
техніки показали, що нервові клітини, які реагують на больове подразнення, розташовані 
практично в усіх структурах головного мозку, але частіше за все зустрічаються у ретикуляр­
ній формації стовбура і таламусу. Участь багатьох структур головного мозку в формуванні 
больового збудження і механізмах знеболювання з позиції теорії «воротного контролю» дає 
можливість задовільного пояснення їх функціональної ролі у процесах просторово-часової 
обробки аферентних входів, а також їх сумації на різних рівнях нервової системи. Крім цьо­
го, включення супраспинальних утворень в структуру механізмів «воротного контролю» 
дозволяє враховувати психоемоційний статус в оцінці больових станів і пов'язаної з ним по­
ведінки. 

Поряд із багатьма позитивними моментами, теорія «воротного контролю» не позбавлена 
слабких сторін. Пояснюючи розвиток больових синдромів зміною аферентного потоку з пери­
ферії, ця теорія не спроможна пояснити механізми больових синдромів центрального поход­
ження, коли біль виникає в умовах відсутності висхідного аферентного потоку з периферії 11]. 

Задовільне пояснення механізмів розвитку болю центрального походження дає розроблена 
нещодавно теорія генераторних механізмів центральних больових синдромів [2]. У відповід­
ності з цією концепцією, одним із головних чинників в розвитку болю центрального поход­
ження є виникнення на різних рівнях ЦНС генератора надмірного збудження як нового фун­
кціонального утворення і пригнічення гальмівних впливів, яке призводить до підсиленого 
збудження груп нейронів різних структур мозку в результаті розгальмовування їх активності. 
Ефект розгальмовування активності нейронів може проявлятися як у випадку локального 
пошкодження мозку, так і при пошкодженнях периферичних відділів нервової системи. Крім 
цього, формування генератора збудження відбувається у процесі розвитку периферичного бо­
лю при масивній і тривалій активації сенсорних нейронів. 

Перевагою теорії генераторних механізмів центральних больових синдромів над іншими є 
не тільки можливість пояснення патогенезу болю, але й адекватне уявлення на її основі щодо 
дії лікувальних заходів, спрямованих на усунення больового синдрому. Відповідно до цих 
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уявлень, терапевтичний ефект будь-яких аналгетичних впливів, як фізичних, так і фармако­
логічних, пов'язаний із активацією антисистем, у рамках яких виникають більш сильні гене­
ратори збудження, які здатні пригнічувати активність патологічного генератора, що безпосе­
редньо формує больовий синдром. 

Формування і розповсюдження в останні десятиліття уявлень про існування так званих 
«аналгетичних (антиноцицептивних) зон мозку», електрична стимуляція яких викликає фе­
номен знеболювання, визначило новий підхід до вивчення проблем болю [19-23]. 

Результати систематичних досліджень, які проведені на основі уявлень про аналгетичні зо­
ни мозку, дозволили сформулювати положення про існування ендогенних знеболюючих сис­
тем мозку і в подальшому з'ясувати їх морфо-функціональну організацію. Згідно з цією 
теорією основне місце в ряду аналгетичних зон мозку, за цією теорією, займає центральна сі­
ра речовина (ЦСР) [5, 24]. 

Ендогенна аналгетична система організму має надзвичайно складну організацію. Різнома­
нітні топкі системи і утворення ЦНС узгоджено приймають участь у процесі сприйняття сиг­
налу ноцицепції, аналізі цієї інформації і утворенні відповідної форми реакції на вилив. Не 
вдаючись у поглиблений розгляд морфології і цитоархітектоніки цих структур ЦНС, слід заз­
начити, що ядра, відомі під назвою «ростровентральний стовбур», латеральне ретикулярне яд­
ро (ЛРЯ) та інші - є важливими ланками ланцюга, що утворює ендогенну аналгетичну систе­
му ЦНС. ЛРЯ чинить постійне тонічне низхідне гальмування і його нейрони виконують фун­
кції релейної ланки у системі ЦСР - ядра шва - спинний мозок. Крім цього, ЛРЯ одночасно 
відіграють велику роль у регуляції гемодинаміки [5, 25]. 

Аналгезія, яка виникає при подразненні ЦСР та ядер шва, усувається інгібітором синтезу се­
ротоніну. Нині більшість дослідників припускають, що норадреналінергічні впливи регулю­
ють сегментарні процеси ноцицепції і чинять модулюючу дію на рівні спинного мозку на низ­
хідні волокна серотонінергічної системи. 

Відкриття ошатних рецепторів та їх ендогенних лігандів обумовили виникнення нових 
уявлень про опіоїдергічні 
механізми регуляції болю. В 
наші дні переконливо про­
демонстровано спільність 
механізмів реалізації анал­
гезії, яка виникає при вве­
денні опіатів та стимуляції 
аналгетичних зон мозку. 

Різноманітність чинників 
виникнення болю, нейрофі­
зіологічних та нейрохіміч-
них аналгетичних систем 
мозку, несхожість механіз­
мів реалізації в ЦНС ноци-
цептивної інформації, воче­
видь, обумовлюють неод­
нозначність існуючих кри­
теріїв оцінки болю в сучас­
ній клінічній медицині. 

На схемі 1 наведена за­
гальноприйнята класифіка­
ція болю. 

Залежно від джерела біль 
може бути соматичним або 
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ШКІРА,-СЛИЗОВІ 
ОБОЛОНКИ 

ПОКОЛЮВАННЯ; 
ПОЩИПУВАННЯ; 
СТИСНЕННЯ; 
ХІМІЧНІ АГЕНТИ 

СПОЛУЧНА ТКАНИНА, 
НАДКІСНИЦЯ, 
СУГЛОБИ, М'ЯЗИ 

КРИПАТУРИ, 
ГОЛОВНИЙ, 
СУГЛОБНИЙ БІЛЬ 
ТА ІНШІ 

ВНУТРІШНІ 
ОРГАНИ 

СПАСТИЧНИЙ 
РІЖУЧИЙ БІЛЬ, 
НИРКОВІ КОЛІКИ, 
ТЕНЕЗМИ ТА ІН. 

Схема 1. Класифікація різноманітних видів болю відповідно до 
місця його виникнення та характеру. 



Розділ НІ 

вісцеральним. Соматичний біль виходить із скелетно-м'язової системи та шкіри, а вісцераль­
ний пов'язаний з органами грудної клітини та черевної порожнини [8, 20J. 

Виникнення гострого соматичного болю частіше за все обумовлено пошкодженнями тканин 
і вивільненням внутрішньоклітинних хімічних медіаторів, таких як гістамін, брадикінін, серо­
тонін, ЛТ та ПГ, які впливають на нервові закінчення, дифузно розміщені в різних тканинах, 
включаючи шкіру, м'язи, сухожилки, суглобні поверхні та кісткові оболонки. Больовий ім­
пульс надходить до спинного, а потім і до головного мозку. Через один нервовий шлях сприй­
мається інтенсивність і локалізація болю, другий шлях визначає його емоційну реакцію. 

Вісцеральний біль пов'язаний з ішемією, хімічним ушкодженням (наприклад, дією кислоти та 
протеолітичних ферментів при пептичних виразках), спазмами та розтягуванням гладеньких 
м'язів внутрішніх органів. Вісцеральний біль відрізняється від соматичного тим, що він супро­
воджує локальне ушкодження внутрішніх органів і має характер ірадіації, мозок сприймає його 
так, ніби він іде від певної частини поверхні шкіри, з цим пов'язані зони Захар"їна-Геда. 

Невралгічні болі пов'язані з ушкодженням або хронічними змінами соматичних сенсорних 
нервових стовбурів; вони можуть виникати і тривало зберігатися без будь яких тканинних 
ушкоджень. Такі болі інколи супроводжуються втратою чутливості, м'язовою слабкістю, під­
силеною чутливістю до механічного впливу, пароксизмами гострих больових відчуттів. 

Сьогодні для лікування больових синдромів різноманітної етіології застосовується широкий 
спектр методів та засобів, таких як терапія НА та ННА, місцева та епідуральна анестезія, реф-
лексотерапія, фізіотерапевтичні методи аналгезії, психологічна терапія, включаючи гіпноз. 

2. Механізми дії ненаркотичних аналгетиків 

Лікарські засоби групи ННА та НПЗЗ застосовуються для усунення або полегшення боль­
ових синдромів, безпечних для життя людини (головний, зубний біль, невралгії та ін.). Пре­
парати цієї групи, поряд з аналгетичними, проявляють також протизапальні та жарознижую­
чі властивості, в силу чого вони широко застосовуються для лікування болю, який обумов­
лений запальними хворобами (ревматоїдні захворювання, радикуліт, міалгії та ін.) [27]. 

У механізмі знеболюючої дії ННА та НПЗЗ виділяють периферичний і центральний фактори 
виливу на ноцицептивну систему. Аналгетичний ефект ННА та НПЗЗ спрямований в основно­
му на периферичні механізми формування болю і пов'язаний з пригніченням синтезу ГІГ, ЛТ, 
біогенних амінів та кінінів. Антиексудативні властивості препаратів цієї групи також відіграють 
важливу роль у механізмі їх периферичної аналгетичної дії, тому що медіатори болю с одночас­
но і медіаторами запалення та виділяються в періоди загострення запального процесу [28, 29 j. 

Центральний компонент аналгетичної дії ННА та НПЗЗ пов'язаний з пригніченням в облас­
ті таламусу міжнейронної передачі імпульсів, які виникають при больовому подразненні [ЗО, 
311. В механізмі аналгетичної дії можуть приймати участь моноамінергічні системи. Можли­
ва також центральна аналгетична дія неопіоїдної природи [ЗО j . 

Дослідження механізмів аналгетичної дії існуючих ННА та НПЗЗ показало, що анальгін 
пригнічує проведення імпульсів по висхідних волокнах спинного мозку при стимуляції афе­
рентних С-волокон [30J, вольтарен та пірпрофен викликають зниження р-ендорфіну в гіпофі­
зі і гіпоталамусі [321, похідні піразолону здатні підсилювати вивільнення ендогенних р-еидор-
фінів [ЗО, 32, 33]. 

Препарати групи ННА та НПЗЗ мають різну вираженість аналгетичного ефекту, і їх можна 
розташувати у ряд за зменшенням аналгетичної активності: піроксикам, вольтарен, напрок-
сен, індометацин, анальгін, бутадіон, реоиірин, мефенамова кислота, парацетамол, саліцила-
мід, АСК [29]. 

Прояви різних побічних ефектів при застосуванні ННА та НПЗЗ пояснюються їх невибір-
ковим впливом на біосинтез ПГ. Наприклад, ульнерогенна дія препаратів цієї групи пов'язана 
з пригніченням у слизовій оболонці шлунка синтезу ендогенних ПГ, які забезпечують мікро-
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циркуляцію [34,35]. Послаблення течії плазми у нирках та зменшення фільтрації у клубочках 
також пов'язують з порушенням синтезу ПГ під впливом ННА та НПЗЗ [36]. Вплив останніх 
на систему зсідання крові та агрегацію тромбоцитів також пояснюють гальмуванням біосин­
тезу ПГ і тромбоксану [37]. 

Останніми роками номенклатура вітчизняних ННА та НПЗЗ не поповнювалась принципо­
во новими лікарськими засобами, які б проявляли виражену ефективність, мінімум побічних 
реакцій та мали нові механізми дії [38], що свідчить про необхідність пошуку і створення но­
вих вітчизняних лікарських засобів групи ННА та НПЗЗ, які характеризувалися б зазначени­
ми властивостями. 

Підходи до пошуку та вивчення ННА та НПЗЗ базуються на знаннях про сучасні аспекти 
патогенезу болю, що дозволяє знайти фармакологічні речовини, які інгібують медіатори болю: 
кініни, біогенні аміни, продукти метаболізму арахідонової кислоти - ПГ і ЛТ, а також пригні­
чують проведення больових імпульсів різноманітними ланками ЦНС. 

3. Скринінгові дослідження фармакологічних речовин 

Першим етапом пошуку нових ННА є скринінгове дослідження периферичного компонен­
ту аналгетичного ефекту фармакологічних речовин. |Для вивчення механізмів периферичної 
аналгетичної дії препаратівівикористовується ряд моделей периферичного болю: оцтовокис­
лі, ацетилхолінові та каолінові «корчі», (в основі яких лежить хімічне больове подразнення 
[39]./Класичною скринінговою моделлюрє «оцтовокислі корчі». Внутрішньоочеревинне вве­
дення розчину оцтової кислоти сприяє загальній активації ноцицептивної системи та місце­
вому вивільненню брадикініну, гістаміну, серотоніну, ПГ і ЛТ, яке призводить до розвитку 
мимовільних скорочень черевних м'язів живота - «корчів», які супроводжуються витягуван­
ням задніх кінцівок і вигинанням спини^/ 

Корчі викликають 0,6% розчином оцтової кислоти з розрахунку 0,1 мл на 10 г маси тварини, 
який вводять внутрішньоочеревинно через 1 год після перорального введення, через 20 хв -
після внутрішньом'язового і через 10 хв - після внутрішньоочеревинного введення досліджу­
ваних речовин. За тваринами спостерігають протягом 20 хв і підраховують кількість корчів. 
Аналгетичну активність оцінюють за здатністю речовини зменшувати кількість корчів у дос­
лідній групі тварин порівняно з контрольною і виражають у відсотках, розрахунок ведуть за 
нижченаведеною формулою: 

АА= С к ' С д -100% , 

де АА - аналгетична активність у %; 
Ск - середня кількість корчів у контрольній групі; 
Сл - середня кількість корчів у дослідній групі. 
Досліджувані речовини вивчають у кількох дозах, підібраних емпірично, що дозволяє розра­

хувати ЕД50 та її довірчі інтервали за методом найменших квадратів [40, 41], а також терапев­
тичний індекс (ТІ=ЛД50/ЕД50). Якщо речовина не має вираженого аналгетичного ефекту, то, 
за необхідності, розраховують ЕД40, ЕД3о, ЕД20. 

Для порівняльного аналізу аналгетичної дії досліджуваних речовин паралельно прово­
дять вивчення еталонних препаратів, які є представниками групи ННА та аналогами за ді­
єю. В якості таких препаратів можуть бути використані анальгін, парацетамол, а також 
препарати групи НПЗЗ, у яких є виражений аналгетичний ефект: вольтарен, індометацин, 
АСК та ін. 

У процесі проведення скринінгових досліджень аналгетичної активності фармакологічних 
речовин одним із складних питань є вибір інтервалу доз, який дозволить розрахувати ізоефек-
тивні дози. Ізоефективні дози (ЕДзо, ЕД40, ЕД50) є основним критерієм кількісної характерис-
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тики фармакологічного ефекту, але в якості допоміжних можуть бути використані і еквімо-
лярні дози щодо еталонного препарату, якщо він близький за структурою. 

Враховуючи дані літератури і власний досвід [40,41], слід рекомендувати використання ши­
рокого діапазону доз при дослідженні аналгетичної дії нових субстанцій, починаючи з дози 
0,1 мг/кг і збільшуючи її в геометричній прогресії з коефіцієнтом 3, тобто: 0,3; 0,9; 2,7; 9; 27; 81; 
243; 2187 мг/кг і т.д. у міру необхідності. Реалізація такого підходу потребує значних матері­
альних витрат, що на практиці привело нас до деяких спрощень вибору доз для скринінгу з 
урахуванням інтервалу практичної значимості. 

Якщо група нових фармакологічних речовин не має аналога за структурою серед еталонних 
препаратів, то слід вивчити їх аналгетичну активність у 3-4 дозах: ОД; 1,0; 5,0; 20,0 мг/кг з по­
дальшим розрахунком ЕД30, ЕД40 або ЕД50. 

Якщо ж нові субстанції є аналогами за структурою одного з існуючих ННА (еталонних пре­
паратів), то доцільно вивчити їх аналгетичну дію в дозах, які еквімолярні ЕД50 еталонного 
препарату. Далі для ефективних речовин слід розширити діапазон доз в інтервалі, близькому 
до еквімолярної дози, з метою розрахунку ЕД50. 

4. Поглиблене вивчення периферичного компоненту 
аналгетичної дії ненаркотичних аналгетиків 

Аналіз результатів первинного фармакологічного скринінгу дозволяє виділити перспектив­
ні речовини для створення на їх основі ненаркотичних аналгетиків. Нові препарати повинні 
бути конкурентоспроможними (виражена ефективність та велика широта аналгетичної дії) і 
економічно доцільними. Все це разом визначається як фармакоекономічність. 

Далі слід провести поглиблене дослідження периферичних механізмів аналгетичної дії ві­
дібраних субстанцій. Для цього необхідно використовувати моделі периферичного болю, в ос­
нові яких лежить хімічне больове подразнення, спричинене внутрішньоочеревинним введен­
ням ацетилхоліну або каоліну. Останні діють вибірково на периферичну ноцицентивну систе­
му і специфічно стимулюють виділення відповідних медіаторів болю: ацетилхолін - ГІГ, а ка­
олін - брадикініну 139,43]. Внутрішньоочеревинне введення ацетилхоліну та каоліну лабора­
торним тваринам (миші, щури) призводить до виникнення мимовільних скорочень черевних 
м'язів живота - «корчів», які супроводжуються витягуванням задніх кінцівок та вигинанням 
спини аналогічно «оцтовокислим корчам». 

«Корчі» викликають 0,7% розчином ацетилхоліну - 0,2 мл на тварину або суспензією каолі­
ну в концентрації 0,5% - 0,5 мл на тварину, які вводять внутрішньоочеревинно через 1 год піс­
ля пероральиого введення, через 20 хв - після внутрішньом'язового і через 10 хв - після внут-
рішньоочеревинного введення досліджуваних речовин. За тваринами спостерігають протягом 
10 хв і підраховують кількість корчів кожної тварини. Аналгетичну активність оцінюють за 
здатністю речовини зменшувати кількість корчів у дослідній групі тварин порівняно з конт­
рольною і виражають у відсотках, розрахунок ведуть за нижченаведеною формулою: 

де АА - аналгетична активність у %; 
Ск - середня кількість корчів у контрольній групі; 
Сд - середня кількість корчів у дослідній групі. 
Досліджувані речовини вивчають у порівнянні з еталонними препаратами у діапазоні доз, 

близьких до ЕД50 цих субстанцій, на моделі «оцтовокислих корчів». Використання кількох 
доз речовин дозволяє розрахувати ізоефективні дози (ЕД50) на відповідних моделях, терапев­
тичний індекс (ТІ=ЛД50/ЕД50), а також зробити припущення про вплив фармакологічних ре­
човин на медіатори болю. 
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5. Вивчення центрального компоненту аналгетичної дії 
ненаркотичних аналгетиків 

У механізмі аналгетичної дії препаратів групи ННА виділяють, окрім периферичного, і цен­
тральний компонент впливу на ноцицентивну систему, який пов'язують з пригніченням в об­
ласті таламусу міжиейронної передачі больових імпульсів. 

Вплив нових і еталонних препаратів на центральний компонент ноцицептивної системи слід 
вивчати на моделях термічного («гаряча пластина») і електричного подразнення кінцівок ми­
шей та термічного подразнення хвоста щурів, у яких задіяні центральні механізми формуван­
ня болю [44, 451. 

Усі три методики відповідають такій схемі експерименту: 
1. Визначення початкового порогу больової чутливості у всіх тварин під впливом відпо­

відного ноцицептивного подразника: при вивченні досліджуваних речовин на моделі «гаря­
ча пластина» як подразник використовується укріплена в ультратермостаті металева плас­
тина з t=54,6°C і обчислюється час відповідної реакції в сек (облизування лапок, виплигу­
вання, писк); на моделі електроіюдразнсння кінцівок використовується імпульсний струм 
напругою від 1 до 100 В і підраховується напруга, яка викликає відповідну рухову реакцію, 
що супроводжується писком; на моделі термоподразнення хвоста щурів використовується 
гаряча вода з t=60°C і підраховується час відповідної реакції в сек (витягування хвоста з во­
ди). 

2. Введення пероралыю або парентерально дослідним тваринам досліджуваних речовин, 
контрольним - розчинника. 

3. Реєстрація динаміки порогу больової чутливості протягом 5 год через кожні ЗО хв у дос­
лідних і контрольних групах тварин. 

4. Аналгетична активність визначається за здатністю досліджуваних речовин змінювати по­
ріг больової чутливості дослідних тварин порівняно з контрольними і виражається у відсот­
ках. На моделях «гаряча пластина» та термоподразнення хвоста щурів аналгетичну актив­
ність розраховують за формулою: 

АА - ДТ
л%АТк • 100% , АТК 

де АА - аналгетична активність у %; 
ДТД - різниця у латентному періоді відповідної реакції у групі дослідних тварин до та після 

введення потенційного ННА; 
ЛТК - різниця у латентному періоді відповідної реакції у групі контрольних тварин до та піс­

ля введення розчинника. 
На моделі електричного подразнення кінцівок мишей аналгетичну активність розраховують 

за такою формулою: 

АА - A V ; " A V K • 100% , 
AVK 

де АА - аналгетична активність у %; 
AV,( - різниця в напрузі, що викликає відповідну реакцію у групі дослідних тварин до та піс­

ля введення потенційного ННА; 
AVK - різниця в напрузі, що викликає відповідну реакцію у групі контрольних тварин до та 

після введення розчинника. 
Досліджувані препарати вводять у широкому діапазоні доз, що дозволяє розрахувати за ме­

тодом найменших квадратів ЕД50 та її довірчі інтервали на відповідній моделі [40, 41). За від­
сутності вираженої аналгетичної ефективності розраховують ЕД40, ЕД30 або ЕД20. 
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Розділ III 

6. Поглиблене вивчення центральних механізмів 
аналгетичної дії ненаркотичних аналгетиків 

Коли фармакологічна речовина проявляє виражені аналгетичні властивості в малих дозах 
(0,1-10 мг/кг) на моделях болю центрального походження, можливо зробити припущення 
про рецепторний механізм аналгетичного ефекту даної речовини. Для підтвердження або 
спростування цього положення слід вивчити вплив фармакологічних субстанцій на ошатні, 
адренергічні і дофамінергічні рецептори, а також можливу участь ГАМК-ергічних ланок цен­
тральної ноцицептивної системи в механізмі аналгетичної дії досліджуваних речовин. 

Сучасні дані літератури свідчать про широке розповсюдження досліджень з вивчення ней-
рохімічних механізмів формування больового відчуття і активації процесів антиноцицепції, 
на основі яких склалося уявлення, що в механізмах ноцицепції та антиноцицепції суттєве зна­
чення мають опіоїдні і моноамінові (норадренергічні, дофамінергічні та серотонінергічні) 
пептидергічні та ГАМК-еріїчні механізми [1, 5, 8, 24-26]. Про участь моноамінових хімічних 
систем в механізмах пригнічення болю свідчать такі дані: моноамінвміщуючі нейрони локалі­
зуються у значних кількостях у структурах мозку, функція яких тісно пов'язана з ноцицепці-
сю та антиноцицепцією [7]; міжструктурні зв'язки у головному мозку здійснюються кількома 
мопоаміпергічними шляхами; клінічні та експериментальні спостереження підтверджують 
суттєвий вплив на больову чутливість деяких фармакологічних препаратів, механізм дії яких 
пов'язаний зі зміною обміну моноамінів - катехоламінів та серотоніну. 

Так, у адрснопозитивного препарату клофеліну, який відноситься до гіпотензивних засобів 
центральної дії, був виявлений знеболюючий ефект при поцицеитивних стимулах термічної, 
електричної та хімічної природи. Оскільки аналгетична дія клофеліну усувається а2-адреноб-
локаторами, його аналгетичну дію пояснюють активацією центральних а2-адрснорецепторів 
[46]. Вважають, що клофелін не діє через ошатні рецептори, тому що його аналгетична дія ли­
ше незначною мірою послаблюється налоксоном у великих дозах [1]. Про участь у регуляції 
больової чутливості р-адренорецепторів свідчить аналгетична дія р-адреноблокатора пр_опра: 
нололу (анаприліну) [1, 46]. 

При вивченні впливу на механізми ноцицепції та антиноцицепції прекурсора кагехоламінів 
леводопи встановлена його здатність підвищувати рівень дофаміну і знижувати вміст порад-
реналіну в головному мозку, чим пояснюється гіперальгетична дія одного леводопи. Одночас­
не застосування з леводоиою блокаторів ДОФА-дскарбоксилази (карбідопа) сприяє кращому 
проникненню леводопи через гематоенцефалічний бар'єр, що призводить до значного підви­
щення рівня дофаміну і норадреналіну в ЦНС [46] та проявленню знеболюючої дії. 

Проявляє аналгетичні властивості і блокатор дофаміпових (ДЛ) рецепторів аміназин. Останній 
сприяє пролонгації аналгетичного ефекту наркотичних та ненаркотичних аналгетиків [27, 46). 

Дослідженнями останніх років встановлена аналгетична активність ГАМК-позитивних пре­
паратів, зокрема діазенаму, який активує ГАМК-рецептори, сприяє вивільненню ГАМК та її 
гальмівному впливу на синаитичну передачу больових імпульсів. Діазепам підсилює дію нар­
котичних та ненаркотичних аналгетиків [27, 46]. 

6.1. Вивчення впливу нових ненаркотичних аналгетиків 
на опіатні рецептори 

Вплив нових ННА на опіатні рецептори слід вивчати на моделях за участю центральних меха­
нізмів болю. До них відносяться моделі термічного («гаряча пластина») (І) і електричного под­
разнення (II) кінцівок мишей та термоподразнення хвоста щурів (III) [44,451. Як референс-пре-
парати можна використовувати агоністи та антагоністи опіатпих рецепторів, такі як морфін 
(агоніст д-рецепторів), DADL (агоніст 8-рецепторів), кетоциклазоцин (агоніст х-рецепторів), N-
алілнорциклазоцин (агоніст а-реценторів) та налоксон (антагоніст ц-, S- та х-реценторів) [46]. 
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Визначення вихідного порогу больової чутливості проводять у всіх тварин під відповідним 
іюпицєптивпим впливом (металічна пластина з t=54,6°C; імпульсний струм з напругою від 1 
до 100 В; гаряча вода з t=60°C). Потім дослідним групам тварин перорально або парентераль­
но вводять досліджуваний препарат та рсференс-преиарати в дозах, які дорівнюють ЕД50 на 
відповідній моделі, у вигляді водних суспензій з розрахунку: 0,2 мл суспензії на 10 г маси тіла 
мишей та 0,5 мл на 100 г маси тіла щурів, контрольні тварини у всіх серіях одержують перо­
рально або парентерально еквівалентну кількість розчинника. Одна з груп дослідних тварин 
за 20 хв до або після введення препаратів одержує перорально або парентерально референс-
препарати у вибраних для дослідження дозах. 

Далі, у всіх серіях через кожні ЗО хв протягом 5 год реєструють динаміку змін порогу боль­
ової чутливості в дослідних та контрольних групах тварин. 

Аналгетичну активність визначають за здатністю речовин змінювати поріг больової чутли­
вості в дослідних групах тварин порівняно з контрольною і виражають у відсотках. 

Вилив нового ННА на опіатні рецептори визначають за зміною вираженості аналгетичної 
активності комбінації досліджуваного та референс-препарату порівняно з аналгетичним 
ефектом кожного препарату окремо. 

6.2. Вивчення можливої участі медіаторних систем у механізмі 
аналгетичної дії нового ненаркотичного аналгетика 

Вивчення можливої участі катехоламінергічної та ГАМК-ергічної систем в механізмі анал­
гетичної дії нового ННА слід проводити на моделі термічного подразнення хвоста щурів. Для 
вивчення впливу препарату на вивільнення дофаміну та норадреналіну в ЦНС референс-ире-
паратом може бути комбінована лікарська форма (наприклад, наком), яка містить прекурсор 
дофаміну леводоиу та блокатор периферичної ДОФА-декарбоксилази карбідопу, що сприяє 
підвищенню рівня дофаміну і норадреналіну в ЦНС. Участь у механізмі аналгетичної дії до-
фамінових рецепторів можна вивчити за допомогою блокатора ДА-рецепторів аміназину. 
Вивчення участі адренергічної системи в механізмі дії нового ненаркотичного аналгетика про­
водять з використанням а2-адреномімстика клофеліну та р-адреноблокатора анаприліну. Для 
вивчення впливу нового препарату на ГАМК-ергічну систему рекомендується обрати 
ГАМК-позитивний препарат діазенам. 

Після визначення вихідного порогу больової чутливості у всіх тварин їх розподіляють на гру­
пи: одна група - контрольна, якій вводять еквівалентну кількість розчинника; другій групі вво­
дять досліджуваний препарат перорально або парентерально; частина груп одержує референс-
препарати перорально або парентерально, іншим групам вводять комбінацію нового препарату 
в дозі ЕД50 на цій моделі та референс-препарату з інтервалом у 20 хв. При виборі доз референс-
ирепаратів слід керуватися даними літератури [ 1,2,5,46J. Далі в контрольній та дослідних гру­
пах тварин кожні ЗО хв протягом 5 год реєструють динаміку змін порога больової чутливості. 
Аналгетичну активність визначають за здатністю досліджуваної речовини змінювати поріг 
больової чутливості в дослідних групах порівняно з контрольними і виражають у відсотках. 

Вилив нового ННА на ту чи іншу ланку антиноцицептивної системи визначають за зміною 
вираженості аналгетичної активності комбінації досліджуваного та референс-препаратів по­
рівняно з аналгетичним ефектом кожного препарату окремо. 

6.3. Вивчення можливості розвитку фізичної залежності при 
застосуванні досліджуваного ненаркотичного аналгетика 

Якщо встановлено вплив нового ННА на опіатні рецептори, то, як відомо, це може сприяти 
розвитку фізичної залежності при тривалому його застосуванні. Тому виникає необхідність 
вивчення можливості розвитку такої залежності. 
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Розділ НІ 

З цією метою проводять дослідження поведінкових реакцій щурів (лінії Вістар або неліній­
них) з урахуванням статевих ознак за методом «відкритого поля» (І і II) [47-49] і з викорис­
танням Y-подібного лабіринту (III) [50, 51]. 

Оцінка поведінкових реакцій щурів методом «відкритого поля» у динаміці при тривалому 
(6 міс) введенні препарату в дозах ЕД50 та 10 ЕД50 (І) дозволяє визначити характер його впли­
ву на функціональний стан ЦНС, а також по закінченні експерименту - можливий розвиток 
абстинентного синдрому. 

У дослідженні II динаміку поведінкових реакцій щурів за методом «відкритого поля» вив­
чають протягом 8 днів під впливом фармакологічної субстанції, яку вводять у зростаючих до­
зах (від мінімальної до максимальної). Одна з груп тварин одночасно з введенням останньої 
дози досліджуваного препарату одержує внутрішньоочеревинно ін'єкцію антагоніста ош­
атних рецепторів - налоксону, що дозволяє у випадку виникнення фізичної залежності вик­
ликати абстинентний синдром. 

Поведінку тварин в обох дослідженнях оцінюють за загальноприйнятими поведінковими ак­
тами: руховій активності, орієнтовно-дослідницькій реакції та емоційній реактивності. З метою 
інтегральної оцінки поведінкових реакцій підраховують суму всіх активностей. Наявність аб­
стинентного синдрому визначають за такими ознаками: струшування «мокрого собаки», скрегіт 
зубами, порушення пози, спроба втечі, пілоерекція, диспное, діарея, птоз, писк, «корчі» [48, 49]. 

В основі дослідження III з використанням Y-подібного лабіринту лежить реакція надання 
переваги розчину ННА перед розчинником, вивчення якої дозволяє виявити у нового ННА 
можливі первинно-підкріплюючі властивості, що характеризують здатність речовини викли­
кати психічну залежність [50-52]. 

7. Подальші дослідження із створення нового 
ненаркотичного аналгетика 

Для створення ненаркотичного аналгетика необхідно вибрати фармакологічну речовину, 
яка відповідає фармакоекономічним вимогам. Далі проводять доклінічне вивчення субстанції 
та лікарської форми нового препарату. У комплекс доклінічних досліджень включають вив­
чення специфічної фармакологічної активності та нешкідливості. 

Для дослідження специфічних фармакологічних властивостей нового ненаркотичного анал­
гетика необхідно використовувати моделі та методи, які дозволяють оцінити механізми пери­
феричної та центральної аналгетичної, протизапальної та жарознижуючої дій. 

Враховуючи, що для препаратів групи ННА характерним є невибіркове пригнічення біосин­
тезу ПГ, необхідно вивчати можливу ульцерогенну дію та вшив нового ННА (субстанції та 
лікарської форми) на секреторну функцію шлунка. У процесі вивчення хронічної токсичнос­
ті досліджуваних сполук необхідно звернути особливу увагу на функціональний стан нирок, 
печінки, кровотворної системи. 

Вивчення специфічної токсичності проводять за допомогою моделей та методів, які дозво­
ляють визначити алергізуючу дію, імунотоксичність, ембріотоксичність, гонадотоксичність, 
мутагенність, канцерогенність субстанції та лікарської форми нового препарату. 

В процесі аналізу результатів доклінічного дослідження оцінюють ефективність, нешкідли­
вість нового препарату та доцільність його використання у практичній медицині. Далі, науко­
во-технічну документацію на новий ННА направляють на розгляд компетентного органу. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ НОВИХ 
ПРОТИВИРАЗКОВИХ ПРЕПАРАТІВ 

Яковлева Л.В., 
Оболенцева Г.В., 
Брюзгінова Л.П. 

Перелік скорочень 

ВГ - відновлений глутатіои 
ВІ - виразковий індекс 
ДК - дієнові кои'югати 
ЛКК - луго-кислотний коефіцієнт 
МДА - малоновий діальдегід 
ПА - противиразкова активність 
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів 
СВ сіупінь виразки 
ШКТ шлунково-кишковий тракт 
ШОЕ - швидкість осідання еритроцитів 

Вступ 

Експериментальне вивчення специфічної дії противиразкових засобів повинно включати не 
менше трьох груп досліджень: 

1) фармакотерапевтичне вивчення досліджуваних речовин на моделях експериментальної 
виразки шлунка; 

2) вивчення впливу речовин на секреторну функцію шлунка; 
3) дослідження впливу на моторну функцію травного каналу 
Такий комплекс досліджень дозволяє оцінити вплив нові і речовини на основні функції 

шлунка, які тісно взаємопов'язані одна з одною. Відомо, що нормальний ритм евакуації вміс­
ту шлунка в дванадцятипалу кишку є, у свою чергу, одним із значних факторів регуляції сек­
реції ферментів, соляної кислоти і гасгродуоденальних гормонів. За умов патології (виразко­
ва хвороба, гастрит, ентероколіт та ін.) відбувається «поломка» нормальної регуляції секре­
торної і рухової функції шлунка. Ці порушення можуть стати одним із патогенетичних меха­
нізмів виразкової хвороби, обумовлюючи ряд тяжких симптомів. 

Оскільки засоби, що рекомендуються для лікування виразкової хвороби, можуть мати різ­
нобічну дію, окремі види якої будуть визначати механізм загоюючого ефекту, послідовність 
проведення дослідження для кожного препарату визначається його переважною дією: так, для 
антацидних препаратів дослідження починають з вивчення впливу на секреторну функцію 
шлунка; для засобів, які регулюють моторику травного каналу, - з цього виду дії; для репаран-
тів - з вивчення загоюючої дії. 

Зважаючи на те, що виразкові ураження у людини локалізуються в різних відділах шлунко­
во-кишкового тракту (ШКТ), у методичних рекомендаціях наводяться моделі, які дозволяють 
відтворити в експерименті виразковий коліт і проктит. 
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1. Вивчення противиразкової дії запропонованого лікарського засобу 

Пошук противиразкових засобів передбачає обов'язкове фармакотерапевтичне дослідження 
на моделях експериментальної виразкової хвороби у тварин. Однак різноманітність етіопато-
генетичних факторів захворювання, а також належність його до антропопатології ускладнює 
розроблення однієї збірної моделі, яка найбільш повно відображає риси патологічного проце­
су. Найчастіше вдається моделювати окремі прояви захворювання, а не всю хворобу в цілому. 

Існування декількох теорій патогенезу виразкової хвороби відображає різні підходи гастро­
ентерологів до цього питання. Підсумовуючи всі відомі до теперішнього часу факти про при­
чини виникнення і шляхи розвитку захворювання, можна визначити його як сумісне пору­
шення нервових, гуморальних і місцевих механізмів травлення [7,13]. На думку вітчизняних 
і закордонних гастроентерологів, лікування виразкової хвороби повинно включати дію як на 
центральні механізми, що регулюють функції шлунка, так і на місцеві гастродуоденальні ме­
ханізми, які визначають «стійкість» самого органу. 

Фармакологічне вивчення противиразкових засобів необхідно проводити на декількох мо­
делях патології з різним механізмом виникнення. Така точка зору висловлюється багатьма 
дослідниками і підтверджується аналізом вітчизняної і закордонної літератури з опису експе­
риментального вивчення нових противиразкових препаратів. 

До моделей, які використовуються, висуваються наступні вимоги: 
1) максимальне наближення механізму виникнення експериментального виразкового про­

цесу до етіопатогенезу клінічної форми захворювання; 
2) надійна відтворюваність захворювання на доступних лабораторних тваринах; 
3) відносно прості способи моделювання патології; 
4) помірна тривалість експерименту, що дозволяє оцінити дію препарату в часі (Г.В.Обо-

ленцева, 1983) [21]. 
За тривалістю досліду моделі можна охарактеризувати як «гострі» і «підгострі» або «хронічні». 

/ . / . «Гострі» ушкодження шлунка 

Вибираючи адекватні моделі патології шлунка, ми виходили із сучасної концепції етіопато­
генезу виразкової хвороби, яка враховує як нервово-гуморальний (центральний), так і гастро-
дуоденальний (місцевий) механізми. Порушення діяльності нервової системи у сфері цен­
трального і вегетативного її відділів займає провідне положення, створюючи всі передумови 
для утворення виразок. Воно тісно пов'язане зі змінами в ендокринній регуляції та обміні бі­
огенних амінів, які виконують роль медіаторів. Серед місцевих механізмів, які беруть участь 
у формуванні виразкового дефекту в шлунку і дванадцятипалій кишці, важлива роль нале­
жить зниженню резистентності слизової оболонки, обумовленому трофічними порушеннями 
й ослабленням захисного муцинного бар'єру. 

Починати фармакотерапевтичне вивчення потенційних противиразкових засобів слід на од­
ній із швидко відтворюваних моделей «гострих» виразок шлунка. Найбільш адекватними мо­
делями виразкової хвороби шлунка вважаються такі експериментальні пошкодження шлунка, 
у механізмі яких провідне місце належить нейрогуморальному фактору [ 13]. З цих дистрофій 
шлунка можна рекомендувати такі моделі, які розглядають як «гострі» виразки шлунка. 

/. Рефлекторна виразка шлунка, яка розвивається після нанесення тваринам надзвичай­
ного подразнення на иілородуоденальну ділянку. Внаслідок цього відбувається рефлекторне 
збудження гіпофізарно-адреналової системи і зниження ресинтезу білка в стінці шлунка [2, 
11], а також порушується тканинний енергетичний обмін [12]. 

Досліди проводять на щурах, морських свинках або кролях. Для досліду потрібно відбирати 
рівних за масою тіла тварин, які знаходяться в однакових умовах і на однаковому харчовому 
раціоні. Як механічний подразник застосовують стерильний кровоспинний затискач Пеана, 
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який накладають на дванадцятипалу кишку на 10 хв. Після зняття затискача рану пошарово 
зашивають. Операція проводиться в асептичних умовах під легким ефірним наркозом. 

Через 24 години після травматизації дуоденальної ділянки на слизовій оболонці шлунка 
практично у 100% випадків виявляються виражені явища деструкції тканини: ерозії, виразки, 
геморагії, які розташовуються, головним чином, по вершинах складок у вигляді смужок дов­
жиною 2-3, до 10 мм і локалізуються переважно в залозистій частині шлунка. 

При мікроскопічному дослідженні виявляються характерні для деструкції явища, у деяких 
випадках залозисті трубки розсунуті скопиченням еритроцитів, видно лейкоцитарну інфіль­
трацію, яка захоплює також і м'язовий шар, котрий іноді може бути некротизованим. Тварин 
можна піддавати евтаназії через 24, 48 або 72 години після операції. 

2. Метод іммобілізації щурів з подразненням віддалених від шлунка рефлексогенних зон. 
Досліди проводяться на щурах, які попередньо голодували протягом 24 годин. Тварин фіксу­
ють на столику в розпластаному стані за допомогою гумових шворок, якими закріплюються 
передні і задні кінцівки. У передні лапи вколюються голчасті електроди, які підключаються до 
електронного стимулятора, що генерує прямокутні імпульси постійного струму. Електрости­
муляція проводиться протягом 3 годин з частотою 50 Гц, тривалістю імпульсу 50 мс, напру­
гою 5-6 В. Сумісний вплив на тварин іммобілізації і електростимуляції викликає в них стан 
сильного збудження, який проявляється в підвищеній агресивності і злостивості. Ця реакція 
може зберігатися протягом наступної доби. Через 24 години після проведених маніпуляцій 
щурів забивають і досліджують шлунок. 

Частота розвитку деструктивних пошкоджень у стінці шлунка при цій моделі становить 
приблизно 80% і коливається від 98,4 до 64,3 % залежно від пори року. 

Пошкодження розташовуються на вершинах складок слизової оболонки в залозистій части­
ні шлунка і мають вигляд чорних смужок шириною 0,1-1 мм і довжиною до 10 мм. 

Гістологічно цей вид пошкодження характеризується відторгненням мас некротизованого 
епітелію з фібринозними нашаруваннями, порушенням структури епітелію трубчастих залоз, 
інфільтрацією клітинними елементами. Пошкодження проникають у підслизовий шар. У зо­
ні некрозу слизової оболонки спостерігається пухкість, набряклість, розширення судин під­
слизового шару, скупчення клітинних елементів. Пошкодження стінки шлунка можуть самос­
тійно загоїтися протягом 7-10 днів. 

3. До «гострих» експериментальних уражень шлунка належить модель, викликана предні­
золоном. У зв'язку з низькою відтворюваністю преднізолонової моделі і слабко вираженими 
ерозивними змінами на слизовій оболонці запропонована модифікація цієї моделі, яка поля­
гає в сумісному введенні преднізолону й етилового алкоголю [14|. 

Тварин протягом 12 годин витримують на голоді з вільним доступом до води. Після закін­
чення зазначеного часу щурам внутрішньошлунково вводять преднізолон з розрахунку 
20 мг/кг і етиловий спирт 80 % у дозі 0,6 мл/100 г маси тіла тварини. 

Преднізолон необхідно попередньо розчинити в алкоголі. Найбільш ефективна концентра­
ція спирту 80°, що викликає дегідратацію слизової оболонки шлунка і некроз, підібрана емпі­
рично. Використання суміші преднізолону та спирту обґрунтоване механізмом дії компонен­
тів. Кортикостероїди інгібують біосинтез простагландинів, що призводить до підсилення 
виливу агресивних факторів шлункового соку [3]. За цих умов виражено проявляються уль-
церогенні властивості алкоголю. Відтворюваність моделі 100%. Ураження слизової оболонки 
має вигляд «заплаканого шлунку». Уся складчаста поверхня шлунка кровоточить. Патологія 
розвивається через 24 години після введення уражуючих факторів. 

При патоморфологічному вивченні в слизовій оболонці шлунка виявляються проникаючі 
на різну глибину великі ділянки некрозу з крововиливами і відкладенням на значному протя­
зі солянокислого гематину. У прилеглій до некрозу зоні - різке розширення капілярів і венул 
з лейкостазами в них. Спостерігається набряк власної пластинки слизової оболонки з крово­
виливами і лейкоцитарними інфільтратами. М'язовий шар слизової оболонки рівномірно наб-

323 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
ряклий, місцями інфільтрований сегментоядерними лейкоцитами. Підслизовий шар відповід­
но до некрозів слизової оболонки різко набряклий з наявністю осередкових і дифузних за­
пальних інфільтратів, представлених переважно сегментоядерними нейтрофільними лейко­
цитами, дрібні артерії й артеріоли переважно звужені, ендотелій їх розташовується у вигляді 
«частоколу». 

Поза ділянками некрозу в слизовій оболонці шлунка турів відмічається помірне розширен­
ня шлункових ямок, виражені дистрофічні зміни покривноямкового епітелію з різким змен­
шенням, аж до повного зникнення в ньому Шик-позитивного альціакофільного мукоїду. Міс­
цями на цьому фоні в основі альвеолярного шару зустрічаються крововиливи. Структура 
м'язового шару стінки шлунка зберігається. 

Показниками ступеня патології і, відповідно, фармакологічної активності досліджуваних лі­
карських препаратів можуть служити ураження слизової оболонки, виражене в балах, відсо­
ток тварин з виразками, показник ВІ (виразковий індекс), патоморфологічні та гістохімічні 
дослідження. 

Описана модель є короткочасною, що дозволяє вивчати тільки профілактичну дію лікар­
ських речовин. 

4. До моделей виразки шлунка, що гостро проходять, належить серотонінова модель [24]. 
Серотонін вводять підготовленим щурам внутрішпьоочеревинно в дозі ЗО мг/кг. Виразки роз­
виваються протягом 24 годин. Слизова оболонка шлунка має криваво-червоний колір. Діа­
метр виразок досягає 1-1,5 см. При одноразовому введенні серотоніну виразки спонтанно го­
їлися протягом 48 годин. Дана модель дозволяє вивчати тільки профілактичну дію фармако­
логічних засобів. 

З метою розширення можливостей експерименту описана методика була модифікована в 
більш тривалу, що дозволяє вивчати лікувальну дію досліджуваних препаратів [14J. Модифі­
кація полягає в тому, що 0,6% розчин серотоніну вводили внутрішньоочеревинно три рази че­
рез 1 добу з розрахунку 0,5 мл на 100 г маси тіла тварин, що відповідає одноразовій дозі 
ЗО мг/кг. На шосту добу одержували виражене ушкодження слизової шлунка, самостійне за­
гоєння якого відбувалося протягом 6-7 днів. 

5. Гістамінова виразка шлунка. Гістамін поряд із серотоніном є важливим регулятором 
функціональної активності шлунка |28J і завдяки високій біологічній активності і широкому 
спектру дії може розглядатися як «модулятор» інших регуляторних процесів (501. Гістамін 
виконує функції медіатора парасимпатичної нервової системи: змінює кровообіг у мікросуди-
нах і тим самим впливає на трофічні процеси в слизовій оболонці гастродуоденальної систе­
ми. Гістамін є ХІМІЧІІИМ медіатором передавання імпульсів безпосередньо на секреторну клі­
тину. При надлишковій продукції і вивільненні гістамін порушує секреторний цикл, підвищує 
активність кислотнопептичного фактора [6, ЗО]. Велике патогенетичне значення мас місцеве 
осередкове інтрамуральне вивільнення гістаміну, при якому виникають осередки деструкції 
слизової оболонки шлунка. Гістамінова модель виразки шлунка у тварин дуже нагадує вираз­
кову хворобу у людини (ЗО, 47]. Гістологічна картина гістамінових шлунково-кишкових вира­
зок у мурчаків подібна до виразки у людини. Виникненню гістамінових виразок в експери­
менті передують біохімічні зміни в стінці шлунково-кишкового тракту, пов'язані зі знижен­
ням синтезу муко полісахаридів, і гіперплазія парієтальних клітин слизової оболонки шлунка 
117, 39, 48, 49|. У великих дозах гістамин чинить ангіотоксичну дію, в якій виділяють чотири 
стадії [63J: ішемічну - з фокальними необоротними дегенеративними процесами в слизовій 
шлунка і дванадцятипалої кишки та фокальним спазмом капілярів і артеріол; стадію тимчасо­
вого відновлення кровотоку, що швидко змінюється стазом; стадію геморагічного інфаркту та 
остаточну стадію виразки з відторгненням геморагічної некротичної тканини. 

Установлено, що вплив гістаміну на шлункову секрецію відбувається через Н2-рецептори, 
причому висувається гіпотеза про так звану «дозволяючу» здатність гістамінових рецепторів, 
які підвищують рівень збудливості ацетилхолінових і гастринових рецепторів [43]. 
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Розділ III 

Для одержання гістамінових виразок шлунка і дванадцятипалої кишки гістамін уводять під 
шкіру в дозі 5-Ю мг/кг мурчакам, у яких попередньо накладений затискач або лігатура на пі-
лородуоденальну ділянку [42]. Для захисту тварин від токсичної дії гістаміну попередньо вво­
дять димедрол. Через 1 годину після ін'єкції тварин забивають, витягають шлунок з черевної 
порожнини і досліджують на наявність уражень. Одночасно можна зібрати шлунковий сік для 
дослідження. Гістамінова модель виразки шлунка дає можливість швидко і досить точно оці­
нити ефективність лікарських засобів, у механізмі дії яких має значення блокування дії кис­
лотно-пептичного фактора - блокатори гістамінових Н2-рецепторів, антациди та ін. 

6. Модель виразки, яка викликана перев'язуванням воротаря та доповнюється іммобі­
лізацією [22, 58]. У механізмі ушкоджень шлунка, що розвиваються після перев'язування во­
ротаря, мас значення вплив кислого і багатого ферментами шлункового соку |40, 581 на сли­
зову оболонку шлунка зі зниженим енергетичним метаболізмом після попереднього дво-три-
депного голодування [54, 551. Ефекти, пов'язані з механічним подразненням нілоричної зони 
лігатурою, не можуть призводити до порушення адаптивних процесів по гормональній осі 
стресу [53]. Останнє, вірогідно, обумовлює вазомоторні реакції і зміну рівня моноамінів (но-
радрепалу, серотоніну) у головному мозку і шлунку щурів після перев'язування. 

Вказане ускладнюється додатковою іммобілізацією тварин у поєднанні з голодуванням у на­
шому досліді. Іммобілізація проводиться протягом 2 діб напередодні перев'язування воротаря 
шляхом розміщення тварин у клітки-пенали, що обмежують рухи. У ці дні тварини позбавлені 
їжі, але одержують примусово воду 1 раз на добу по 2 мл/100 г маси тіла. Перев'язування воро­
таря проводять під легким ефірним наркозом. У дослід потрібно брати щурів-самців з масою 
тіла близько 160-180 г. На більш молодих тваринах деструкція слизової може бути виражена 
слабкіше. Ушкодження шлунка мають вигляд круглих дефектів з діаметром до 1 мм, ділянок 
ерозій (іноді досить великих, неправильної форми), дрібноточкових чи лінійних крововиливів. 
Ушкодження шлунка розташовуються як у передшлунку (головним чином круглі виразки), 
іак і в залозистій його частині. Остання обставина відрізняє цю модель патології від «класич­
ного» методу, при якому ушкодження розташовуються переважно в передшлунку [58]. 

Цей метод широко розповсюджений в даний час і, хоча має деякі недоліки, досить простий і 
зручний. До переваг методу можна віднести можливість одночасного дослідження базальної 
секреції шлункового соку у тварин. Метод застосовують для первинного скринінгу противи-
разкових лікарських речовин з одночасним з'ясуванням можливого виливу на секреторну 
функцію. 

1.2. Субхронічні і хронічні виразки шлунка 

1. Для одержання субхронічних ерозивно-геморагічних уражень шлунка і кишечнику ви­
користовують ацетилсаліцилову кислоту. Питання про механізм виливу ацетилсаліцилової 
кислоти на слизову шлунка залишається суперечливим, хоча значна частина дослідників схи­
ляється у бік прямого впливу на слизову оболонку шлунка [44 J. Ушкодження шлунка ацетил­
саліциловою кислотою являє собою гастрит «подразнення» [32, 331. Ці явища спричиняють 
фокальний некроз, який сприяє втраті захисно-бар'єрних властивостей слизової, злущенню 
епітелію та виникненню масивних ділянок геморагічних ерозій і виразок [39]. Кислотність 
шлункового вмісту знижується за рахунок зворотної дифузії водневих іонів. Останнім часом 
надають значення пригніченню саліцилатами біосинтезу мукополісахаридів шлунка і механіз­
мам, пов'язаним з синтезом та вивільненням простагландинів [1, 18, 32, 41, 45, 51, 62]. 

Експериментальну виразку, яка викликана ацетилсаліциловою кислотою, розглядають як 
модель хронічної виразки, що мас клінічний аналог у людей, які вживають аспірин. 

В експерименті використовують різні дози ацетилсаліцилової кислоти, яку вводять щурам, 
кролям і собакам. Нами розроблено схему введення ацетилсаліцилової кислоти, що передба­
чає 5-разове введення ульцерогенного агента протягом 3 хиб перорально в дозі 150 мг/кг [23|. 
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При такій постановці досліду в більшості тварин вміст шлунка являв собою масу зі згустками 
крові. Слизова оболонка шлунка у всіх тварин, як правило, з набряком та ділянками кровови­
ливів. У більшості тварин виявляються ушкодження шлунка на ділянці малої кривизни, які 
розташовуються ближче до пілоричного відділу. Приблизно у 30% тварин зустрічаються поо­
динокі глибокі виразки, які кровоточать, розміром 2x3 та 2x4 мм2. В інших щурів ушкоджен­
ня менші за величиною, але кількість їх у кожної тварини значно зростає. Виразковий індекс 
(ВІ) у щурів контрольних груп, яких не піддавали лікувальній дії, становить від 2,0±0,3 до 
3,2±0,36. 

При гістологічному дослідженні стінки шлунка спостерігаються явища, які характерні для 
гострого токсичного десквамативного гастриту. У підслизовому шарі передшлунка зрідка зус­
трічаються осередкові лімфоїдно-гістіоцитарні інфільтрати. У слизовій оболонці залозної ді­
лянки відзначається десквамація покривного епітелію. Численні ерозії захоплюють близько 
1/3-1/2 товщі слизової шлунка. На ділянці ерозій спостерігаються осередкові лімфоїдні ін­
фільтрати. У підслизовому шарі кровоносні судини розширені, повнокровні, відмічається осе­
редкова, місцями дифузна лімфоїдно-клітинна інфільтрація. Уся товща слизової оболонки гі-
перемійована. Власний м'язовий шар трохи розволокнений (з набряком). 

На моделі виразки, яка викликана ацетилсаліциловою кислотою, гістологічну оцінку ступе­
ня деструкції можна об'єднати з гістохімічними дослідженнями, у процесі яких визначають 
вміст у тканині нейтральних і кислих мукополісахаридів. Нейтральні мукополісахариди виз­
начають за допомогою реактиву Шиффа з перйодною кислотою (Шик-реакція); кислі - реак­
цією Хейла з колоїдним розчином гідроокису заліза, окремо чи в комбінації з Шик-реакцією 
за методом Риттера та Олесона 110]. 

Крім того, у зв'язку з можливою участю в механізмі ульцерогенезу системи фібринолізу у 
тварин з виразками, які індуковані ацетилсаліциловою кислотою, можна проводити визначен­
ня рівня плазміну в тканині шлунка і фібринолітичної активності крові [15]. 

2. Хронічну виразку шлунка відтворюють за Takagi et al. (1969) [61] у модифікації А.А.Ни­
кулина и С.И.Буданцевой (1973) [19] на щурах масою 180-230 г, яким після попередньої ла­
паротомії в підсерозний шар шлунка вводять 0,05 мл 5% розчину оцтової кислоти. Виразки, 
які виникають внаслідок уведення оцтової кислоти, мають круглу чи овальну форму, розміри 
від 1x1 до 6x8 мм. Гістологічно вони відрізняються залученням до виразкового процесу усіх 
шарів шлункової стінки, відзначається ексудація і лейкоцитарна інфільтрація слизового, під­
слизового і м'язового шарів шлунка поблизу виразки. Такі явища зберігаються протягом ЗО 
діб [36]. На 40-у добу запальна реакція зменшується. На 50-у - зменшується виразковий де­
фект за рахунок проліферації сполучної тканини з дна виразки. Модель вважається хроніч­
ною, коли її тривалість за різними авторами, знаходиться в межах від 60 до '200 діб. Вона дає 
можливість досліджувати дію лікарських речовин у часі з урахуванням швидкості загоєння 
виразкового дефекту. 

Для одержання достовірних даних, які піддаються математичній обробці, на кожну дозу дос­
ліджуваної речовини варто брати по 8-Ю дрібних лабораторних тварин, кількість кролів або 
собак може бути зменшена. У кожній серії дослідів необхідна контрольна група тварин, які 
піддаються впливу тільки ульцерогенного фактора. 

Наприкінці досліду тварини піддаються евтаназії хлороформом або декапітацією. Для мак­
роскопічного обстеження шлунка на наявність ушкоджень його розрізають впродовж великої 
кривизни, промивають кілька разів водою і потім за допомогою лупи при яскравому освітлен­
ні ретельно обстежують усі його відділи. Для зручності можна наколоти шлунки на коркові 
дощечки. 

Для оцінки важкості ушкодження підраховувати середню кількість усіх знайдених ознак 
деструкції на кожну тварину не зовсім правильно, тому що морфологічно вони дуже відрізня­
ються. Більш точний результат можна одержати, якщо розрахувати ступінь виразкового уш­
кодження із застосуванням системи балів. Такий метод дозволяє врахувати всі види деструк-
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ції слизової оболонки шлунка не тільки кількісно, але й якісно. Запропоновано кілька систем 
оцінки в балах [42, 48, 56]. 

Найбільш уживана така система оцінки: 0 - відсутність видимих ушкоджень; 1 - наявність 
набряку, чи крововиливів, 1-3 невеликих виразок; 2 - кілька (більше, ніж 3) невеликих вира­
зок чи 1 виразка значних розмірів; 3 - виразка значних розмірів (діаметр до 4 мм); 4 - кілька 
великих виразок; 5 - проривна виразка. 

Потім у кожній групі підраховують суму балів, з якої виводять середню арифметичну вели­
чину, яка характеризує середній ступінь виразки (СВ) у групі. Крім того, у групі розрахову­
ють виразковий індекс (ВІ). У виразковому індексі відбито як відсоток частоти тварин з ви­
разками, так і ступінь дистрофічних порушень шлунку: 

ш ступінь виразки • % тварин з виразками 
Ш ~ 100 

Противиразкова активність (ПА) - відношення ВІ відповідної контрольної групи до ВІ гру­
пи тварин, яким уводили препарат. 

3. Для вивчення можливості використання противиразкових препаратів для лікування ви­
разкового коліту рекомендується модель експериментального виразкового коліту з локалі­
зацією пошкоджень у сигмоподібній кишці. Коліт індукують оцтовою кислотою за методом, 
описаним L.R.Fitzpatrick зі співавторами [38J. За основними гістоморфологічними і деякими 
біохімічними критеріями вказана модель відповідає подібному захворюванню людини. Ос­
новними позитивними властивостями моделі є простота і добра відтворюваність. Експери­
ментальних тварин (щурів) витримують на голоді з вільним доступом до води протягом 48 го­
дин. Потім щурів наркотизують внутрішньоочеревинним введенням барбамілу в дозі 100 
мг/кг і проводять лапаратомію, на місці сполучення сліпої і товстої кишок накладають затис­
кач. У просвіт товстої кишки вводять 0,5 мл 10% розчину оцтової кислоти і через 10 секунд -
З см3 повітря. Розріз зашивають. Дослідним тваринам препарат можна вводити як із профі­
лактичною, так і з лікувальною метою. По закінченні експерименту тварин декапітують. Стан 
слизової оболонки вивчають на сегменті товстої кишки довжиною 6 см. Ступінь пошкоджен­
ня оцінюють у балах за шкалою [38]: 

0 - видимих ушкоджень немає; 
1 - місцеве локалізоване запалення; 
2 -~ значне запалення без виразок; 
3 - запалення з однією виразкою, не довшою за 1 см; 
4 - запалення з двома і більше виразками, меншими за 1 см; 
5 - запалення з двома і більше виразками розмірами від 1 до 2 см на протязі досліджуваної 

ділянки кишки; 
6-10 - додається 1 бал на кожний сантиметр виразкових пошкоджень після початкових 6 см. 
Загальний стан тварин оцінюють за динамікою маси тіла. Кількісно цей показник виража­

ють у відсотках зниження маси тіла протягом досліду. Морфологічну структуру товстої киш­
ки вивчають за допомогою мікроскопічного аналізу. Поряд з цим можна реєструвати показни­
ки перекисного окислення ліпідів (ПОЛ): малоновий діальдегід (МДА), дієнові кон'югати 
(ДК) і відновлений глутатіон (ВГ) у сироватці крові [8]. Показовими можуть бути деякі гема­
тологічні дані: рівень гемоглобіну, число лейкоцитів, еритроцитів і лейкоцитарна формула. 

Максимум розвитку патології у контрольних тварин спостерігається на 2-3 добу. На 7-у до­
бу має місце зменшення інтенсивності виразкового процесу, а з 9 до 14 доби відбувається пов­
не спонтанне загоєння виразок. Виразковий процес супроводжується падінням маси тіла і під­
вищенням інтенсивності процесів ПОЛ. 

4. Як різновид моделі виразкового коліту можна розглядати модель фенолового проктиту 
за А.М.Ногаллером і Г.А.Трубніковим (1966) у модифікації Л.В.Яковлєвої і О.С.Євдокимової 
(1993) [20, 37]. Експериментальним тваринам (щурам) ректально вводять фенол з розрахун-
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ку 0,2 мл на 100 г маси тіла 4 рази протягом 5 днів за такою схемою: перше і друге, а також тре­
тє і четверте уведення проводять з інтервалами 24 години, а між другим і третім уведенням ін­
тервал складає 48 годин. Це дозволяє одержати добре відтворені виразки слизової оболонки 
прямої кишки і по можливості зменшити загальнотоксичну дію фенолу. 

Тяжкість ушкоджень і відповідно ефективність препарату характеризують за такими крите­
ріями: площа некрозу в мм2, інтенсивність запалення слизової оболонки в балах, довжина уш­
кодженої ділянки кишки щодо всієї довжини прямої кишки в процентах, відсоток тварин з ви­
разковими ушкодженнями в групі. Стан слизової оболонки прямої кишки в балах оцінюють 
за трьома параметрами: набряк, гіперемія, крововиливи. Бали залежно від виразності ознаки: 
0 - відсутня, 1 - помірна, 3 - сильна. Потім бали для кожної тварини підсумовують і обчис­
люють середню величину в кожній групі. 

Описані ушкодження прямої кишки супроводжуються зниженням рівня гемоглобіну, підви­
щенням ШОЕ і лейкоцитозом. Динаміка виразкового ушкодження на даній моделі має такий 
характер: максимум виразки спостерігається на 3 добу від дня останнього введення фенолу. 
На 5-у добу мас місце повне спонтанне рубцювання виразок. Деякий набряк і гіперемія сли­
зової оболонки зберігаються ще на 6-7 добу. 

2. Вивчення впливу нового фармакологічного засобу 
на секреторну функцію шлунка 

Вивчення впливу потенційних противиразкових засобів на секреторну функцію шлунка є 
обов'язковим і проводиться для з'ясування можливого механізму дії та уточнення показань до 
застосування. У цих дослідах вивчають вилив речовин на кислотоутворюючу, ферментоутво-
рюючу і слизоутворюючу функції шлунка. 

Початкові етапи вивчення можна проводити на дрібних лабораторних тваринах - щурах і 
мурчаках. 

На щурах проводяться гострі досліди за Shay et. al. [58], а також хронічні - з накладенням 
фістули шлунка. В отриманих порціях соку визначають об'єм, виражаючи його в мл/100 г ма­
си тіла, рН ~ електрометрично, загальну кислотність і концентрацію вільної соляної кислоти 
титруванням 0,02 N розчином їдкого натру за Міхаелісом, вміст пепсину за одним з прийня­
тих методів (Метт, Туголуков, Уголєв) [28]. 

У дослідах на щурах можна одержати дані про вплив досліджуваної речовини як на базаль­
ну секрецію без застосування стимуляторів соковиділення, так і стимульовану гістаміном, 
нентагастрином та in. 

Hit мурчаках одержують дані про дію речовин на секреторну функцію шлунка, посилену 
гістаміном [42]. Визначення всіх показників шлункової секреції проводять так само, як і в дос­
лідах на щурах. Обсяг секреції виражають у мл/кг. 

Для оцінки кислотоутворюючої здатності шлунка обчислюють дебіт-годину вільної соляної 
кислоти (35], а для роздільної оцінки функцій обкладових і додаткових клітин шлунка визна­
чають парціальну кислу і лужну секрецію шляхом розрахунку луго-кислотного коефіцієнту 
(ЛКК) [29]. 

Крім того, у шлунковому соку можна визначати гастромукопротеїди, концентрацію натрію і 
калію, вміст сіалової кислоти [15]. 

Більш поглиблені дослідження впливу речовин на секреторну функцію шлунка проводять 
на собаках, використовуючи різні методичні прийоми [3, 4, 16]. На собаках отримують дані 
про вплив речовин як на базальну, так і на стимульовану секрецію. Як стимулятори секреції 
використовують гістамін під шкіру по 0,5 мл 0,1% розчину, иентагастрин у дозі 10 мг/кг. 

Застосовуючи різні стимулятори, можна одержати дані про можливі шляхи стимуляції со­
ковиділення, а використання специфічних інгібіторів секреції (атропін, блокатори ^-рецеп­
торів та ін.) - з'ясувати шлях пригнічення і стимулювання соковиділення. 
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ДЛЯ речовин з виявленим in vivo антисекреторним ефектом слід визначити величину анта­
цидної дії in vitro порівняно з відомими препаратами вікаліном, альмагелем та ін. 

3. Вивчення впливу нового фармакологічного засобу 
на рухову активність травного каналу 

Гладенькі м'язи травної системи виконують тонічну функцію, визначаючи об'єм шлунка і 
різних відділів кишечнику, їх моторну діяльність, скорочення сфінктерів. 

Для реєстрації моторної діяльності шлунка і кишечнику запропоновано багато різних мето­
дів і способів, з яких кожний окремо не дає вичерпної інформації про характер змін, що спос­
терігаються [9, 25, 26]. Методологічні і методичні особливості вітчизняних досліджень у цій 
галузі полягають у тому, що поряд з фізіологією окремих органів травної системи постійно 
вивчається діяльність і регуляція цілісної системи травлення. 

/ . Для оцінки моторної діяльності шлунка найбільш простим є метод балонографічної ре­
єстрації моторної активності [9]. Досліди проводяться на собаках. Випробувані речовини 
можна вводити різними шляхами. 

Метод електрогастрографії, в основі якого лежить реєстрація біоелектричної активності 
м'язів шлунка [25, 26J, застосовують у собак. Біопотенціали шлунка реєструють з поверхні ті­
ла тварини на електрогастрографі типу ЕГСМ-4М. Диферентний електрод (+) поміщають на 
передній стінці живота собаки нижче мечоподібного відростка на ділянці проекції аморально­
го відділу шлунка. Індиферентний електрод (-) - на праву гомілку. Для дотримання однієї з 
основних умов дослідження - спокійного розслабленого стану - собак варто попередньо дов­
гостроково привчати до необхідного положення, укладаючи їх на правий бік. Приймання їжі 
припиняється за 12 годин до дослідження, фоном (контролем) служить голодна перистальти­
ка. Як харчовий подразник використовують пробний сніданок. 

Досліджувані речовини можна вводити натще (вплив на голодну моторику) і після пробно­
го сніданку (травна моторика). 

При аналізі даних електрогастрографічного дослідження визначають частоту перистальтич­
них коливань у 1 хвилину, обчислюють абсолютні цифри біопотенціалів у мВ. Математична 
обробка електрогастрограми полягає в оцінюванні переважних частот і ритму біопотенціалів, 
амплітудному аналізі і побудові варіаційних кривих амплітуд [31]. Вірогідність отриманих ре­
зультатів оцінюють за критерієм Стьюдеита-Фішера. 

На собаках можна використовувати третій метод визначення моторної активності шлунка -
радіометричний. Принцип методу заснований на передаванні зі шлунка сигналу на зміну 
впутрішньопорожнинного тиску, що сприймається мініатюрним радіопередавачем (радіопі-
люлсю тиску). Вітчизняний ендорадіозонд дозволяє вимірювати величину тиску по ходу 
травного каналу. Ці досліди проводяться на вітчизняних установках «Капсула». 

2. Евакуаторну функцію шлунка і моторну активність кишечнику визначають за допо­
могою методу «міток». Метод «міток» полягає у введенні в травний канал барвних чи інших 
контрастних речовин (вугілля, кармін, кольорова гумова крихта, бусинки та ін.) і визначенні 
швидкості просування вмісту, що має мітку, по травному каналу [52]. За допомогою цього ме­
тоду можна проводити вивчення впливу речовин на евакуаторну функцію шлунка і кишечни­
ку мишей і щурів. Найбільш часто як мітки використовують активоване вугілля [59, 601. Ін­
тервал між уведенням 10% вугільної суспензії (0,5 мл на мишу) і забоєм тварин може варію­
вати від 10 до 40 хв. Також можна змінювати інтервал між уведенням випробуваної речовини 
і суспензії вугілля. Звичайно для речовин, що вводяться перорально, достатньо 1 години. 

Змінюючи тривалість періодів між уведенням речовин і вугілля, можна визначити швид­
кість усмоктування речовин, швидкість евакуації зі шлунка, активність перистальтики. Крім 
того, використовуючи фармакологічні засоби, що розслаблюють гладеньку мускулатуру трав­
ного каналу (атропін, папаверин) чи підвищують її тонус (хлорид барію, серотонін) можна 
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з'ясувати деякі сторони механізму дії. Евтаназію тварин краще проводити хлороформом, то­
му що інші методи (зокрема, декапітація) викликають сильні судоми, що може відбитися на 
перистальтичній активності травного каналу. 

У середньому в інтактних тварин вугілля за 10 хв просувається на 30% загальної довжини 
кишечнику. При експозиції вугілля, що складає 40 хв, довжина частини кишечнику, заповне­
ної пофарбованим вмістом, збільшується в середньому до 60-70%. 

Величини заповнення кишечнику вугіллям у контрольних групах і в дослідних групах нано­
сять на графік і визначають ЕД50 - дозу досліджуваної речовини, що зменшує (збільшує) ін­
тенсивність перистальтики на 50%. 

Для зіставлення ефектів окремих речовин розраховують у відносних величинах спазмолі­
тичну дію за формулою: 

(Б-В)-100 
Б - К 

де К - відсоток заповнення кишечнику в інтактних мишей; 
Б - те ж після введення хлориду барію; 
В - те ж після введення досліджуваної речовини. 

Досліджувані речовини можна уводити тваринам будь-якими шляхами: усередину, під шкі­
ру, у м'язи і т.п. 

Крім того, евакуаторну функцію шлунка досліджують рентгенологічним методом. 
Досліди проводять на різних лабораторних тваринах, визначаючи швидкість поступального 

руху рентгеноконтрастного вмісту по травному каналу. 
Добре відтворюваним є метод на щурах [46]. Застосування рентгеноскопії і серійної рентге­

нографії дозволяє документувати етапи реєстрованого евакуаторного процесу. Ці досліди 
проводять на самцях білих щурів масою 200-220 г. Як рентгеноконтрастну масу використову­
ють 30% суспензію сірчанокислого барію, що вводиться щурам з розрахунку 0,5 мл на 100 г 
маси тіла. Використовують різні рентгенівські апарати при напрузі 40 кВ і силі струму 4 -
5 мА. Тварин поміщають па відстані 40-45 см від трубки. 

Вибір доз досліджуваних препаратів залежить від їх хімічної природи. Для рослинних пре­
паратів дози варіюють від 25 до 250 мг/кг. Якщо речовина не викликає ефекту в дозі 
250 мг/кг, то подальші дослідження недоцільні. 

Для речовин синтетичної природи дози можуть складати від 1 до 100 мг/кг. 
У скринінгових дослідженнях вивчення речовин проводять у широкому діапазоні доз. У 

дослідах для оцінки активності слід застосовувати не менше двох доз. 
Активним варто вважати препарат, менша доза якого має ПА - 1,5-2,0. 
Активність пропонованого препарату варто порівнювати з існуючими противиразковими 

засобами: 
- для засобів з переважним антисекреторним ефектом для порівняння використовують ма-

алокс, вікалін, альмагель; 
- для блокаторів Н2-рецепторів - циметидин, фамотидин; 
- для препаратів репаративної дії - метилурацил, обліпихова олія, олія шипшини; 
- для препаратів, що зміцнюють слизовий бар'єр шлунка, - денол, простанон; 
- для препаратів, що усувають явища запалення і спазми, - ліквіритон, калефлон; 
.- для препаратів, що підсилюють секреторну функцію шлунка - плантаглюцид. 
Дослідження загальної і хронічної токсичності перспективних противиразкових засобів 

проводять стандартними методами, що застосовуються при дослідженні нешкідливості фар­
макологічних речовин різної специфіки. 
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Перелік скорочень 

АлАТ - аланінамінотрансфераза 
АсАТ - аспартатамінотрансфераза 
БАР - біологічно активні речовини 
БСФ - бромсульфалеїн 
БТЛ - бласттрансформування лімфоцитів 
ВРО - вільнорадикальне окислення 
ГОЛ - гідроперекиси ліпідів 
у-ГТ - у-глутамілтранспентидаза 
ДК - ліспові кон'югати; 
ЕД - ефективна доза 
ЛД - летальна доза 
ЛДГ - лактатдегідрогеназа 
ЛФ - лужна фосфатаза 
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів 
ТБК - тіобарбітурова кислота 
ФГА - фітогемаглютинін 
ХЕ - холінестераза 
ХХК - холато-холестероловий коефіцієнт 

Вступ 

Проблема створення високоефективних лікарських засобів для лікування та профілакти­
ки захворювань органів гепатобіліарної системи актуальна, оскільки, незважаючи па чис­
ленні експериментальні дослідження та цілеспрямований пошук біологічно активних речо­
вин, здатних коригувати гомеостаз печінки, у клініці практично відсутні ефективні вітчиз­
няні препарати геиатозахисної дії, а асортимент жовчогінних засобів дуже обмежений. Ус­
піху розробки та створення зазначених препаратів значною мірою сприяє наявність інфор­
мативних і доступних методів докліпічіюго вивченні БАР, які включають дослідження як 
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за умов фізіологічної норми, так і експериментальної патології печінки та жовчовивідних 
шляхів. 

При вивченні механізмів специфічної дії потенційних генато протектор і в особливо гостро 
постає питання критеріальної значущості обраного показника. Тому представлений на вибір 
дослідника набір методів залежно від особливостей структури та похо/ілсення досліджуваних 
речовин (синтетичні, природні), глибини проведення дослідження, механізму специфічної ак­
тивності і диференціації їхнього практичного застосування за різного ступеня ушкодження 
печінки та показань до застосування може бути розширений. 

1. Скринінг жовчогінної активності біологічно активних 
речовин на інтактних тваринах 

Здатність печійки до жовчоутворення - одна з майже 500 її метаболічних функцій - є спе­
цифічною властивістю цього органу. Тонкий механізм секреції жовчі включає утворення і 
виділення жовчних кислот, білірубіну, холестеролу, фосфоліпідів, води та інших компонен­
тів жовчі. їх співвідношення складає специфічний макромолекулярний комплекс або жов­
чну міцелу, фізіологічна повноцінність якої значною мірою визначає основні функції печін­
ки. 

Вивчення жовчогінної активності на мишах 
Жовчогінну активність БАР визначають на інтактних мишах масою 18—20 г будь-якої статі. 

Тварин за 24 год до початку досліду позбавляють їжі. Досліджуваний фармакологічний пре­
парат вводять парентерально або внутрішньоінлунково (в залежності від розчинності і мети 
фармакотерапії) у трьох-чотирьох дозах. При цьому, якщо досліджувана БАР синтетичного 
походження, то дози, які використовуються, повинні включати еквімолярну дозу препарату 
порівняння синтетичного походження; якщо БАР має рослинне походження - ізоефективну 
дозу еталонного препарату. Через ЗО, 60, 90, 120, 180 хв під легким ефірним наркозом мишей 
декапітують, роблять розтин черевної порожнини, оголюють печінку і шовковою ниткою пе­
рев'язують жовчні протоки [1]. Обережно відтинають жовчний міхур від жовчних протоків, 
виймають його з черевної порожнини та зважують на торсійних вагах. Після цього видаляють 
жовч, що міститься в ньому, жовчний міхур промивають у дистильованій воді, висушують на 
паперовому фільтрі і знову зважують. За різницею маси встановлюють масу жовчі в жовчних 
міхурах дослідних і контрольних мишей. 

У середньому нормальний вміст жовчі у здорових мишей становить 9,0±0,3 мг [1J. 
За одержаними результатами із застосуванням графічного методу Я.І.Хаджая [2] розрахову­

ють середньоефективну дозу (ЕД50) жовчогінної дії БАР. 
Жовчогінну дію БАР, що досліджують, порівнюють з такою для еталонного препарату. При 

цьому вибір препарату порівняння визначається походженням (синтетичне чи природне) дос­
ліджуваної БАР. У першому випадку препаратом порівняння може бути оксафенамід, у дру­
гому - фламін, холосас, алохол, холензим. 

Таблиця 1 
Жовчогінна активність еталонних препаратів 

Назва препарату ЕДзо, мг/кг ЕД5о, мг/кг ИД», г/кг 
Оксафенамід - 150,0±3,78 4,5 
Фламін 500,0+17,8 - >5,0 
Холосас - 0,25 ±0,03 >5,0 
Аллохол - 80,0+2,46 >5,0 
Примітка: при укладенні таблиці використано власні експериментальні дані авторів. 
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Вивчення жовчогінної активності на щурах 
Тварин за 24 год до початку досліду позбавляють їжі. Наступного дня їм під барбаміловим 

наркозом (80 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревинно у вигляді 1% водного розчину) розтина­
ють черевну порожнину, у загальну жовчну протоку вставляють поліетиленову канюлю діа­
метром 1 мм, черевну порожнину зашивають, канюлю виводять у пробірку, з якої жовч зби­
рають і розраховують її кількість щогодини. Після визначення фонової швидкості секреції 
жовчі протягом 1 год у дванадцятипалу кишку вводять досліджуваний препарат у вигляді роз­
чину або суспензії з додаванням 1-2 крапель твіну-80 (якщо речовина нерозчинна у воді). 
Досліджувані дози визначають аналогічно скринінгу на мишах. Кількість жовчі визначають 
протягом 3-6 год (до повного припинення стимулюючого ефекту препарату). Порівнюють 
швидкість фонової секреції протягом першої години із секрецією жовчі упродовж досліду піс­
ля інтрадуоденального введення БАР, а також після введення однакового об'єму води з дода­
ванням 1-2 крапель твіну, оскільки швидкість жовчогону протягом досліду прогресивно па­
дає через зменшення пулу жовчних кислот при втраті жовчі тваринами. 

Для вивчення жовчогінної активності сполук, що пропонуються для використання у педіат­
рії, а отже, досліджуються на молодих тваринах з тонкими жовчними протоками, канюлю вво­
дять не в жовчну протоку, а в мішок, утворений оперативним методом з дванадцятипалої киш­
ки. При цьому лігатурами відділяють ділянку дванадцятипалої кишки, перетинаючи її після 
виходу із шлунка на 0,5-1,0 см нижче місця впадання загальної жовчної протоки. Прокси­
мальний відділ одержаної ділянки кишки перев'язують, а в дистальному - фіксують канюлю 
для збору жовчі. 

Жовчогінну активність оцінюють за швидкістю її секреції протягом 60 хв (мг/хв/100 г маси 
тварини), а також за загальною масою жовчі, що виділилась протягом досліду (мг/100 г маси 
тіла). 

Визначення вмісту жовчних кислот та холестеролу 
Необхідно пам'ятати, що істинним холеретиком є речовина, яка збільшує не лише об'єм 

жовчі, що виділяється за одиницю часу, але й вміст у ній жовчних кислот. Крім того, необхід­
но оцінювати вплив досліджуваної БАР на літогенні властивості жовчі шляхом розрахунку 
ХХК: 

YYK Холати, мг % 
Холестерол, мг % 

Для визначення вмісту холатів і холестеролу у виділеній жовчі використовують метод, що 
грунтується на здатності охолодженого розчину заліза хлорного давати забарвлені комплекси 
з жовчними кислотами і холестеролом [3]. При цьому утворюються продукти з максимумами 
поглинання при різній довжині хвилі. 

Жовч розводять етанолом (96°) у 20 разів. Центрифугують 5 хв при 1500 об./хв, до 0,1 мл на-
досаду додають 3,5 мл 0,1% розчину заліза хлорного в льодяній оцтовій кислоті, який поперед­
ньо на холоді змішують з концентрованою сірчаною кислотою у співвідношенні 1:1. 

На 20-ій хв від початку реакції визначають оптичну густину продукту реакції з холестеро­
лом при довжині хвилі 480 нм. 

На 30-й хв суміш поміщують у водяний термостат при 37°С на 20 хв і визначають оптичну 
густину жовчних кислот при довжині хвилі 385 нм. Як розчин порівняння використовують 
робочий розчин 0,1% заліза хлорного. 

Вміст жовчних кислот (мг/%) визначається за формулою: 
Сжк=114 • Д385 • Р. 
де: Сжк - вміст жовчних кислот (мг/%); 
Дз85 _" величина оптичної густини розчину при 385 нм; 
Р - розведення жовчі. 
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Вміст холестеролу (мг/%) розраховують: 
Схст-50 • (Д480 - 0,04Д385) • Р, 
де: Схст - вміст холестеролу (мг/%); 
Дз85 ~ величина оптичної густини розчину при 385 нм; 
Д480 - величина оптичної густини розчину при 480 нм; 
Р - розведення жовчі. 
Вміст жовчних кислот у жовчі щурів у нормі становить 1640,0+14,4 мг/%, холестеролу -

15,8±1,30мг/%[4]. 

2. Поглиблене вивчення жовчогінної активності біологічно 
активних речовин 

Якщо у ході скринінгових досліджень виявлено, що жовчогінна активність досліджуваної 
БАР перевищує дію препарату порівняння, проводять поглиблене вивчення її впливу на жов-
чоутворюючу функцію за умов гострого холестазу та у хронічних дослідах. 

При цьому тварини контрольної і дослідної груп перебувають на раціоні харчування відпо­
відної температури, збалансованому за складом, з якого виключені компоненти, здатні стиму­
лювати жовчну секрецію (овочі, білий хліб, молоко). 

Вивчення жовчогінної активності за умов модельного холестазу 
Досить адекватною моделлю холестазу є токсичне ураження печінки селективним гепато-

токсином - тетрахлорметаном. Гостра жирова і білкова дистрофія печінки, що розвиваєть­
ся при цьому, супроводжується дезінтеграцією ферментних процесів, цитолізом і пригні­
ченням біоенергетики клітини. Внаслідок порушень з боку ендоплазматичного ретикулума 
гепатоцитів зменшується інтенсивність синтезу жовчних кислот [5], що супроводжується 
холестазом. 

Тетрахлорметановий гепатозо-гепатит відтворюють на білих щурах шляхом підшкірного 
введення 50% олійного розчину тетрахлорметану з розрахунку 0,8 мл/100 г маси тварини, 
один раз на добу протягом 2 діб. Досліджувану речовину у дозі ЕД50, встановленій в ході 
скринінгу, вводять щоденно внутрішпьошлунково за 2 год до або через 2 год після введення 
гепатотоксину (залежно від того, профілактична чи лікувальна жовчогінна дія БАР вив­
чається). 

Через 24 год після останнього введення тетрахлорметану у наркотизованих щурів після ка-
нюлювання загальної жовчної протоки визначають швидкість секреції жовчі (розд. 1). 

Іншою легко відтворюваною моделлю холестазу є гостра ішемія печінки. Відомо, що гіпок­
сія, яка розвивається при гепатитах, є одним з патогенетичних факторів порушення жовчоди-
наміки [6J, оскільки печінка посідає друге місце після мозку за чутливістю до гіпоксії. 

Гостру ішемію печінки моделюють на попередньо наркотизованих барбамілом щурах 
(80 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревинно у вигляді 1% водного розчину) шляхом накладан­
ня лігатури на судинну ніжку печінкової дольки на 15, ЗО, 60, 120 хв. Потім лігатуру розсіка­
ють, канюлюють загальну жовчну протоку і визначають швидкість секреції жовчі протягом 
3-5 год у мг/хв/100 г маси тіла. 

Досліджуваний препарат вводять внутрішньошлунково, за 2 год до моделювання гострої 
ішемії та інтрадуоденально в гострому досліді, в дозі ЕД50, встановленій в ході скринінгу. 
Висновок про наявність жовчогінної активності БАР при модельному холестазі роблять на 
основі даних швидкості секреції жовчі і вмісту в ній жовчних кислот. Пріоритетність дослід­
жуваної БАР визначають шляхом порівняння з еталонними препаратами (табл. 1), застосову­
ючи принцип вибору препарату порівняння, використаний у скринінгових дослідженнях 
(розд. 1). 
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Вивчення жовчогінної активності у хронічному досліді 
Дослідження жовчогінної активності БАР проводять на собаках. З цією метою на загальній 

жовчній протоці, відступаючи проксимально на 0,5-1,5 см від місця, де вона впадає у дванад­
цятипалу кишку, роблять повздовжній розріз, який складає 2/3 довжини горизонтальної час­
тини канюлі і вводять Т-подібну фторопластову канюлю з внутрішнім діаметром 1,5 мм і зов­
нішнім - 2-3 мм. її фіксують і додатково герметизують розріз вільним краєм великого саль­
ника. У вертикальний кінець канюлі вставляють трубку з поліхлорвінілу, вільний кінець якої 
виводять на передню черевну стінку і приєднують до фістульної трубки з фторопласту. Поза 
дослідом отвір фістульної трубки закривають заглушкою, під час досліду її знімають, і жовч 
потрапляє назовні. 

Досліджуваний препарат вводять протягом 7-Ю діб парентерально або ентерально шляхом 
природного згодовування з їжею в ЕД50, встановленій у ході скринінгових досліджень. 

Виділену через фістульну трубку жовч збирають і щодня визначають її кількість в динаміці 
введення препарату. Про наявність жовчогінної активності досліджуваної БАР роблять вис­
новки за збільшенням інтенсивності секреції жовчі, викликаної дією речовини. 

Визначену жовчогінну активність порівнюють з такою для препарату порівняння, яким мо­
же бути один із засобів, наведених в табл. 1, після встановлення у нього ЕД50 на собаках. У 
порціях жовчі визначають вміст білірубіну, холатів, холестеролу та значення ХХК. 

Для визначення білірубіну у жовчі можна використовувати метод Ван дер Берга в модифі­
кації Н.П.Скакуна [7J. Нормальний вміст білірубіну в жовчі щурів - 3,42±0,34 ммоль/л [7]. 

Тонкошарова хроматографія жовчних кислот 
Вивчення фракційного складу жовчних кислот дозволяє більш достовірно оцінити ступінь 

порушення жовчосекреторної функції печінки та ефективність корекції її за допомогою лікар­
ських засобів. 

Тонкошарову хроматографію жовчних кислот здійснюють з використанням пластин широ­
копористого силікагелю. Розгонку проводять у спеціально підібраній системі розчинників: 
хлороформ, метанол, льодяна оцтова кислота для холієвої і дезоксихолієвої кислот (вільні 
жовчні кислоти), у співвідношенні - 25:4:0,5; для таурохолієвої І глікохолієвої кислот 
(зв'язані жовчні кислоти) - 35:25:0,5. На лінію старту наносять 0,05 мл жовчі, розведеної ета­
нолом у співвідношенні 1:5, та 0,05 мл 3% спиртового розчину стандарту жовчної кислоти. 
Жовчні кислоти розділяють протягом 20 хв. Зону старту фіксують в ультрафіолетовому світ­
лі після попереднього проявлення насиченим хлороформним розчином сурми з наступним 
нагріванням при температурі 120°С. При цьому пластину стандарту порівнюють із пластиною 
розгонки жовчі і відмічають зону відповідної жовчної кислоти. 

Елюювання розділених на силікагелі жовчних кислот проводять етанолом 96° з наступним 
центрифугуванням і випарюванням у роторному випарнику. Із сухим залишком проводять 
реакцію Паттенкофера, додаючи 0,4 мл 2% розчину сахарози та 5 мл 0,7% розчину сірчаної 
кислоти. Суміш залишають у термостаті при температурі 60°С суворо за секундоміром про­
тягом 15 хв. Після охолодження утворений забарвлений комплекс колориметрують при дов­
жині хвилі для холієвої, таурохолевої, глікохолевої кислот - 582 нм, а дезоксихолевої - 540 
нм. Кількість жовчної кислоти визначають за калібровочним графіком і розраховують за 
формулою: 

Ь 0,05-10 ' 
де: С - концентрація жовчних кислот у г %; 
5А - кількість жовчних кислот в аліквоті (0,01 мл жовчі), що визначається за калібруваль­

ним графіком (у мкг) у перерахунку на загальну кількість жовчі, взятої для аналізу; 
К - коефіцієнт незворотної втрати жовчної кислоти на силуфолі, становить для: 
- холевої - 2,31; 
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- дезоксихолевої - 2,35; 
- глікохолевої - 2,67; 
- таурохолевої - 2,13. 
Як правило, вміст окремих жовчних кислот у жовчі собак у розрахунку на мг% становить: 

таурохолевої - 2159,5±122,5; холевої - 80,0±13,0; дезоксихолевої -200,0+0,40. У жовчі щурів 
містяться кислоти: таурохолева - 862,2+1,9; глікохолева - 11,3±0,028; дезоксихолева -
65,3±0,163. 

3. Вивчення холеспазмолітичної дії біологічно активних речовин 

Лікарські засоби, які застосовуються для усунення спазму жовчовивідних шляхів, через від­
сутність вибірковості дії мають численні побічні ефекти, що вимагає створення нових засобів 
із селективною холеспазмолітичною дією. 

Скринінг БАР щодо виявлення холеспазмолітичної дії 
Вивчення холеспазмолітичної дії БАР проводять на мурчаках, яким внутрішньовенно або 

внутрішньом'язово вводять до 2,5 мл 0,01% розчину барію хлориду, що призводить до знижен­
ня відтоку жовчі на 50%. За 24 год до початку досліду тварин позбавляють їжі. 

Під ефірним наркозом у загальну жовчну протоку мурчака вводять канюлю і вимірюють 
кількість жовчі протягом 5 хв. Потім роблять ін'єкцію барію хлориду у вищезазначеній дозі. 
На фоні холесназму досліджують активність БАР, взятої у 3-4 дозах, вводячи її в дванадця­
типалу кишку. Ефективність досліджуваних речовин визначають через 15 хв після введення 
БАР. Холеспазмолітичну активність оцінюють за ЕД50, порівнюючи її з ЕД50 для міотропних 
спазмолітиків, папаверину, но-шпи, платифіліну (для синтетичних БАР), або флакуміну, кон-
вафлавіну (для препаратів рослинного походження). 

Поглиблене вивчення холеспазмолітичної дії БАР при модельному холециститі на 
мурчаках 

Мурчакам під наркозом канюлюють загальну жовчну протоку. Як речовини, що викли­
кають спазм жовчовивідних шляхів, використовують барію хлорид, ацетилхолін, неостигмі-
ну метилсульфат, пілокарпін, пітуїтрин, гістамін, які у відповідних розведеннях: барію хло­
рид - 1:10000, гістамін - 1:250000, ацетилхолін - 1:200000, вводять внутрішньом'язово, 
впутрішньовенноабо до жовчного міхура. Після введення вказаних речовин з'єднують ка­
нюлю з пробіркою і реєструють кількість жовчі, виділеної через кожні 10 хв досліду. Для 
вивчення профілактичної дії досліджуваної речовини остангя вводиться у дванадцятипалу 
кишку за 1 год до початку досліду в дозі ЕД50, встановленої в скринінгових дослідженнях. 
Експериментальний холецистит у мурчаків після голодування протягом 24 год моделюють 
введенням у порожнину жовчного міхура 3% розчину пероксиду водню [8]. З цією метою 
під внутрішньоочеревинним гексеналовим наркозом роблять розтин черевної порожнини, 
за допомогою тонкої ін'єкційної голки здійснюють частковий відбір жовчі з жовчного міху­
ра і вводять 0,1 мл 3% розчину пероксиду водню. Рану пошарово зашивають. Операцію про­
водять в асептичних умовах без застосування антибіотиків і сульфаніламідних препаратів. 
Після операції тваринам протягом 14 діб вводять досліджувану речовину в дозі, яка дорів­
нює ЕД50, встановленій в ході скринінгу. Оцінку лікувального (холесназмолітичного і про­
тизапального) ефекту проводять з використанням морфологічних методів, визначаючи 
вплив досліджуваної речовини на локальний запальний процес. При цьому реєструють сту­
пінь виразності набряку та інфільтрацію лімфоїдно-моноцитарними клітинами слизової 
оболонки жовчного міхура і нижче розташованих шарів сполучної тканини, наявність осе­
редків дистрофії епітеліальних клітин. 
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4. Дослідження холелітіазної дії біологічно активних речовин 

Скринінг холелітіазної активності БАР 
Для дослідження профілактичної дії препаратів при холелітіазі вивчається здатність БАР 

знижувати секрецію холестеролу або підвищувати вміст холатів у жовчі. Концентрацію холес-
теролу в жовчі визначають за методом, описаним у розд. 1, після введення досліджуваної ре­
човини в 3-4 дозах. Додаткову інформацію про літогенні властивості жовчі дає ХХК, який 
визначається за загальним вмістом холатів у жовчі. 

За результатами експериментів розраховують ЕД50 холелітіазної активності. 
Можна використовувати здатність досліджуваної БАР розчиняти in vitro жовчні камені, які 

можуть бути отримані під час оперативного втручання у людей. До пробірки з розчинами дос­
ліджуваної речовини, взятої у різних концентраціях, поміщають жовчні камені або їхні части­
ни і проводять спостереження протягом 24 год за умови перебування пробірок у термостаті 
при температурі 37°С. Обов'язковою є постановка контролю з водою або розчинником. Ре­
зультат можна вважати задовільним, якщо в пробірці залишається дрібний завис діаметром до 
1 мм або відбувається пом'якшення конкрементів. 

При вивченні розчинності жовчних каменів необхідно враховувати їх склад та дотримува­
тись аналогічних умов у контрольних пробірках. Активність досліджуваної БАР порівнюють 
з такор у препаратів хенофальк, урсофальк, взятих в дозі ЕД50. 

Поглиблене вивчення БАР для лікування холелітіазу 
Дослідження проводять на кролях або собаках. Тваринам під наркозом «підсаджують» у 

жовчний міхур жовчний камінь, який складає 15-20% об'єму жовчного міхура. Після заши­
вання рани можна вводити досліджувані препарати в ЕД50, визначеній у ході скринінгових 
випробувань. Через деякий час, наприклад, 14 діб, оперативним шляхом вилучають (якщо він 
залишається) жовчний камінь з жовчного міхура лікованих тварин і досліджують його масу та 
щільність. 

Для поглибленого вивчення холелітіазної активності БАР можна використовувати влас­
тивість речовин індукувати мікросомні ферменти печінки, стимулювати синтез і 
кон'югацію жовчних кислот, які поліпшують літогенні властивості жовчі. Наявність інду­
куючої дії встановлюють за зміною тривалості гексеналового сну у тварин після внутріш-
ньоочеревинного введення 1% розчину гексеналу в дозі 80 мг/кг. Досліджувані БАР, а та­
кож препарат порівняння вводять у 3-4 дозах внутрішньошлунково, через 40 хв вводять 
гексенал. Вибір препаратів порівняння диктується як складом досліджуваної речовини, 
так і її структурою. При вивченні засобів рослинного походження, а також БАР, які мають 
фенольну структуру, раціонально як препарат порівняння використовувати легалон, кар-
сил, силібор. У випадку, якщо до складу досліджуваної речовини або засобу входять фос-
фоліпідні компоненти, доцільно провести порівняльний аналіз їх ефективності з есенціалє, 
ліпіном. 

Препарати порівняння застосовують в ефективних дозах ЕД30, ЕД50, встановлених у попе­
редніх дослідах. 

5. Вивчення гепатопротекторної дії біологічно активних речовин 

Для моделювання гепатитів використовуються, як правило, гепатотоксичні ксенобіотики. 
Вимоги, запропоновані для модельних ушкоджень печінки, полягають у максимальному від­
творенні патології, адекватної захворюванню печінки у людини, з урахуванням безпеки впли­
ву токсичного агента для експериментаторів. 
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5.1. Моделювання 
ушкоджень печінки 

Скринінг БАР щодо гепа-
тозахисної активності 

Як скринінгову модель уш­
кодження печінки найчасті­
ше використовують гостру 
жирову дистрофію печінки, 
яка виникає при введенні 
тетрахлорметану. Інтоксика­
ція тетрахлорметаном є кла­
сичною моделлю ушкоджен­
ня субклітинних структур ге-
иатоцитів. Токсична дія цьо­
го ксенобіотика пов'язана з 
утворенням, в результаті ме­
таболізму в печінці, продук­
тів ВРО. Вони є індукторами 
ПОЛ, у результаті чого пору­
шуються структура мембран 
клітин печінки та їх основної 
функції. 

Найбільш значні зміни по­
казників функціонального 
стану печінки (гіперфермсн-
темія амінотрансфераз та 
ЛФ, зменшення вмісту в пе­
чінці глікогену, порушення 
виділення БСФ, подовження 
тривалості гексеналового 
сну, порушення жовчовиді­
лення) і морфологічні пору­
шення (жирова інфільтрація 
і дегенерація, центролобу-
лярний некроз) спостеріга­
ються через 24-48 год після 
введення в організм гепато-
токсину [9J. 

Для відтворення гострого 
токсичного ураження печін­
ки тетрахлорметаи вводять у 
вигляді 50% олійного розчи­
ну: мишам - 0,1 мл/10 г, щу­
рам - 1 мл/100 г маси тіла 
внутрішньошлунково або 
0,8 мл/100 г маси тіла під­
шкірно протягом 2 діб [10]. 

При використанні ентс-
рального способу введення 
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гепатотоксину необхідно вик­
лючити з раціону жири, які 
прискорюють резорбцію тет-
рахлорметану із шлунку, спри­
яючи реалізації загальноток-
сичної дії отрути. 

При цьому досліджувані ре­
човини і препарати порівняння 
вводять за 1 год до і через 2 год 
після введення отрути. Вивчен­
ня біохімічних та функціональ­
них показників стану печінки 
проводять через 18-24 год піс­
ля останнього введення гетрах-
лорметану. 

З метою відбору речовин для 
поглибленого фармакологічно­
го вивчення в якості гепатопро-
текторних засобів у ході фарма­
кологічного екринінгу необхід­
но враховувати інформативні 
показники, які дають можли­
вість зробити висновок про на­
явність у речовин гепатозахис-
них властивостей. 

При модельній патології пе­
чінки спостерігається загибель 
тварин, тому одним із критеріїв 
гепатонротекторного ефекту є 
відсоток виживання тварин. 
При цьому про перспектив­
ність гепатозахисної дії дослід­
жуваних речовин можна суди­
ти в разі виживання 95-100% 
тварин. 

Враховуючи, що модельне 
ушкодження печінки різними 
факторами супроводжується 
цитолітичним синдромом та ін­
тенсифікацією процесів ПОЛ, у 
сироватці крові спостерігається 
збільшення активності маркер­
них ферментів цитолізу: АлАТ 
і АсАТ, ЛФ, у-ГТ та ін. У тка­
нині печінки зростає швидкість 
утворення та вміст продуктів 
ПОЛ: ДК, ПІЛ, ТБК-про-
дуктів. Для первинної оцінки 
ступеню гепатопротекторного 
ефекту у фармакологічному 
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скринінгу достатнім є визначення активності АлАТ у сироватці крові [11], швидкості утво­
рення ТБК-продуктів, ДК або ГОЛ у гомогенатах печінки [12], які є стабільними інформатив­
ними показниками. 

Крім того, однією із задач фармакологічного скринінгу речовин стосовно гепатозахисної ак­
тивності є встановлення ЕД50 досліджуваних сполук. З цією метою вводять кілька доз, врахо­
вують відсоток виживання і виразність фармакологічного ефекту, а потім за графічним мето­
дом Я.І.Хаджая [2] визначають ЕД50 та її довірчі інтервали. Визначення ЕД50 проводять: для 
мембраноиротекторної дії - за активністю АлАТ у сироватці крові; для антиоксидантної дії -
за швидкістю індукованого утворення ТБК-продуктів у гомогенатах печінки. 

Беручи до уваги той факт, що поняття «гепатозахисна активність» є збірним і включає кіль­
ка видів фармакологічної дії, при визначенні ЕД50 необхідно враховувати, що у скринінгово-
му дослідженні проводиться аналіз фармакологічної ефективності досліджуваних речовин на 
фоні дії гепатотоксичної отрути. 

Для обчислення ЕД50 як критерій гепатозахисного впливу необхідно враховувати показник 
виживання тварин. При цьому облік виживання тварин під дією досліджуваної речовини про­
водять в умовах експериментального ураження печінки гепатотоксичною отрутою, для якої 
попередньо визначено ЛД50. 

При проведенні поглибленого доклінічного дослідження БАР використовують в ЕД50 чи ЕД30. 
Перспективними можна вважати речовини, ЕД50 яких не перевищує 15-25 мг/кг маси тіла. 

Поглиблене вивчення гепатозахисної активності БАР 
Поглиблені дослідження гепатоиротекторної дії найбільш перспективних БАР, виявлених у 

скринінгу, проводять з метою з'ясування їх ефективності за умов різних експериментальних 
моделей патології печінки та диференційованого визначення показань до їхнього клінічного 
застосування. При цьому для визначення терапевтичного ефекту використовують критерії, 
які характеризують функціональний та морфологічний стан печі'нки, а також біохімічні по­
казники крові і печінки. Для виявлення профілактичного ефекту сполук їх вводять за 1 год до 
введення отрути, а лікувального - через 2 год після початку введення і далі за схемою залеж­
но від моделі патології. 

Моделювання гострих уражень 
Найчастіше використовується модель гострої жирової тетрахлорметанової дистрофії печін­

ки (див. розд. 5.1). Для оцінки стану печінки використовують більш широкий спектр функці­
ональних та біохімічних показників, ніж при скринінгових дослідженнях. 

Однією з моделей гострого ушкодження печінки, за більшістю параметрів наближеною до 
гострого вірусного гепатиту у людей, є Д-галактозаміновий гепатит [13]. Д-галактозамін за хі­
мічною природою є аміносахаром, похідним Д-галактози. Дія його на печінку пов'язана з об­
міном нуклеотидів, ушкодженням синтезу макромолекул, зростанням чутливості клітин пе­
чінки до ендотоксинів. Внаслідок цього відбувається лізис органел генатоцитів і розвиток ге­
патиту. Запальна реакція в паренхімі печінки супроводжується жировою дегенерацією, уш­
кодженням мітохондрій, проліферацією ендоплазматичного ретикулума і фіброзом. Ключо­
вим механізмом ушкоджень гепатоцитів при цьому є активація ферментативного ПОЛ. В ін­
тимних механізмах велике значення відіграє фосфорилювання Д-галактозаміну в печінці з ут­
воренням уридиндифосфатгалактозаміну. Внаслідок цього виникає дефіцит уридиндифос-
фату та його сполук з наступним ушкодженням структур печінки. 

Д-галактозамін вводять щурам одноразово внутрішньоочеревинно в дозі 100 мг/100 г маси 
тіла. Дослідження функціонального стану, біохімічних і морфологічних показників печінки 
проводять через 24 год після введення отрути. 

Методичним різновидом використання Д-галактозаміну солянокислого для моделювання 
печінкової недостатності є відтворення печінкової коми. З цією метою готують 20% розчин 
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Д-галактозаміну у 5 % розчині глюкози (рН 6,8) і вводять у вушну вену кроля зі швидкістю 
10 мл/хв в дозі 600-900 мг/кг. Через 16,5-20,5 год у тварин виникають перші ознаки гострої 
печінкової енцефалопатії: погіршення здатності утримувати голову, зростання млявості, сон­
ливості, м'язові посмикування, тремтіння голови та кінцівок, судоми, ністагмоїдні посмику­
вання очних яблук, слиновиділення. Тривалість енцефалопатії - 1-5 год. 

Досліджувані речовини і препарати порівняння вводять в ЕД50 (ЕД30) з профілактичною ме­
тою за 1 год до, а з лікувальною - через 2 год після введення отрути. 

Моделювання підгострих уражень печінки 
Досить часто для моделювання патології печінки, крім тетрахлорметану, використовується 

етанол або введення його спільно з тетрахлорметаном [14]. 
Токсичний вилив етанолу на печінку пов'язаний з тим, що його метаболізм на 80% здійсню­

ється саме в цьому органі. Головний метаболіт етанолу - ацетальдегід - за гепатотоксичністю 
переважає дію етанолу. 

При надходженні етанолу в клітини печінки спостерігаються зміни активності мікросомних 
ферментів, вмісту цитохрому Р-450, переважно етанолзалежної ізоформи Р-450 2Е1, причому 
спрямованість і вираженість цих змін залежать від дози і тривалості прийому етанолу, який 
здатний «завантажити» печінку на 3/4 від усієї її окисної потужності. Цього достатньо, аби 
зменшити будь-які інші окислювальні процеси, що відбуваються за участю нікотинамідаде-
ніндинуклеотиду (НАД) (метаболізм тригліцеридів, жирних кислот, гормонів і т.ін.). 

Ушкодження мембран гепатоцитів при цьому відбувається як внаслідок прямої дії етанолу, 
так і в результаті активації ліпопероксидації під впливом його метаболітів. Етанол викликає у 
сироватці крові гіперферментемію у-ГТ, активність якої є одним з найважливіших критеріїв 
інтоксикації етанолом. Існує кореляція між кількістю етанолу, який надійшов до організму та 
активністю у-ГТ, що є наслідком індукції ферменту на мембранах мікросом печінки. 

Модель «алкогольного гепатиту» можна одержати шляхом повторного введення 40% розчи­
ну етанолу в дозі 7 мл/кг маси внутрішньошлунково протягом 7 днів [15]. 

Досліджувані речовини та препарати порівняння вводять щодоби через 1 год після надход­
ження отрути. Через 72 год після останнього введення гепатотоксину досліджують біохімічні 
і функціональні показники стану печінки. 

Більш суттєві порушення функції печінки вдається одержати при комбінованому введенні 
тетрахлорметану та етанолу [16]. Механізм ушкодження паренхіми печінки при цьому анало­
гічний, однак ступінь і глибина ураження клітин ускладнюється внаслідок синергізму цих ре­
човин. Гепатотоксини вводять за наступною схемою: 50% олійний розчин тетрахлорметану 
підшкірно в дозі 0,4 мл/100 г маси; через 3 год - внутрішньошлунково 40% етанол в дозі 1,3 
мл/100 г маси. Аналогічну процедуру повторюють протягом 4 діб. Досліджувані речовини і 
препарати порівняння вводять за 1 год до введення гепатотоксичних отрут протягом усього 
періоду отруєння тварин та через 72 год після неї. Аналіз функціональних і біохімічних показ­
ників проводять через 72 год після останнього введення гепатотоксичних сполук. 

Моделювання уражень печінки ліками 
До гепатотоксичних ксенобіотиків, що використовуються для моделювання медикаментоз­

них гепатитів, належать парацетамол і тетрациклін. 
При передозуванні парацетамолу виникає важке ушкодження паренхіми печінки, обумов­

лене утворенням високотоксичного метаболіту N-ацетил-р-бензохіноніміну, здатного утво­
рювати незворотні ковалентні зв'язки з життєво важливими макромолекулами гепатоцитів, 
викликаючи некроз печінки в центральних і середніх відділах печінкових часточок вже через 
24 год після введення щурам парацетамолу в токсичних дозах. 

Модель токсичного медикаментозного некрозу печінки одержують введенням парацетамо­
лу щурам у дозі 1250 мг/кг у шлунок 1 раз на добу у вигляді суспензії в 2% розчині крохмаль-
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ного гелю протягом 2 діб [17]. Досліджувані речовини та препарати порівняння вводять тва­
ринам щодня за 1 год до і через 2 год після застосування отрути. Оцінку стану печінки прово­
дять через 18-20 год після останнього введення парацетамолу. 

Антибіотик тетрациклін належить до засобів прямої ушкоджуючої дії щодо печінки, інгібу­
ючи сукцинатдегідрогеназну, цитохромоксидазну, ЛФ, аргіназну активність [18, 19]. Тетра­
циклін знижує інтенсивність аеробного дихання і сполученого з ним окислювального фосфо-
рилювання, порушує обмін білків, жирів, вуглеводів, білірубіну [20]. При цьому однією з клю­
чових ланок у механізмі ураження печінки тетрацикліном є активація процесів ВРО. 

Тетрациклін вводять внутрішньошлунково щурам у вигляді зависі на 1% крохмальному 
клейстері у дозі 500 мг/кг маси тіла щодня протягом 5 діб [21]. Досліджувані речовини і пре­
парати порівняння вводять тваринам протягом усього періоду застосування отрути і в наступ­
ні 2 доби за 1 год до надходження тетрацикліну. Через 3 доби після останнього введення тет­
рацикліну досліджують стан печінки. 

Однією з моделей субхронічного ушкодження печінки медикаментозними засобами є мо­
дель комбінованої дії ізоніазиду, рифампіцину та піразинаміду, які вводять у шлунок в дозах 
50, 500 та 1500 мг/кг маси тіла відповідно протягом 14 діб. Через 24 год після останнього вве­
дення туберкулостатиків проводять аналіз функціонального стану печінки, біохімічні та мор­
фологічні дослідження. 

У результаті токсичної дії вказаних туберкулостатиків спостерігається гепатоцитоліз, хо-
лестаз, індукція процесів ВРО та ПОЛ. Крім того, порушуються окисно-відновні процеси у 
печінці, особливо на максимумі активності реакцій ПОЛ. Разом з цим, значно знижується 
жовчоутворення, пригнічується швидкість секреції жовчі, зменшується виділення жовчних 
кислот, білірубіну та холестеролу. 

Для відтворення гепатиту можна використовувати ізоніазид, який самостійно вводять щу­
рам внутрішньоочеревинно в дозі 100 мг/кг маси тіла щодня протягом 14 діб [22]. Досліджу­
вані речовини і препарати порівняння вводять з 8-го по 14-й день досліду. 

Моделювання травматичного ушкодження печінки 
З метою вивчення виливу досліджуваних речовин на регенераторну здатність гепатоцитів, а 

також на функціональний стан печінки після її травматичного ушкодження використовують 
модель резекції 2/3 частини печінки щурів |23]. 

Тваринам під барбаміловим наркозом (80 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревинно у вигля­
ді 1% розчину) в'асептичних умовах каудально від мечоподібного відростка проводять ме­
діальну лапаротомію - розріз довжиною 3-4 см. Ліву і серединну частки печінки видаляють 
з черевної порожнини, на судинний стовбур накладають кетіутову лігатуру і частки печін­
ки відтинають. Очеревину і шкіру зшивають стерильною шовковою ниткою. Ектомії підля­
гає 68% маси печінки тварини, що викликає виражене порушення її функціональних влас­
тивостей [23]. Максимальні патологічні зміни в печінці спостерігаються іга 5 добу дослід­
жень. Препарати порівняння і речовини, які досліджують, вводять щодня протягом 5 діб. На 
6-ту добу проводять аналіз біохімічних, функціональних і морфологічних показників стану 
печінки. 

Моделювання гіпоксичного стану печінки 
Відомо, що одним з патогенетичних факторів при більшості захворювань печінки, що супро­

воджуються порушенням гемодинаміки, а також при оперативних втручаннях, коли прово­
диться тимчасове виключення кровотоку, є гіпоксія. Вона досить сильно впливає на перебіг і 
результат багатьох внутрішніх хвороб. Печінка, після мозку, є одним із найбільш чутливих до 
кисневого голодування органів. 

Припинення кровообігу в органах супроводжується накопиченням продуктів ПОЛ та зни­
женням активності ферментативних та неферментативних антиоксидантних систем, що, у 

345 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
свою чергу, призводить до порушення проникності мембран гепатоцитів. При цьому збільшу­
ється гепатоцитоліз, активується гліколіз, зменшуються процеси жовчоутворення [24]. 

Активації процесів ВРО належить, без сумніву, провідна роль в ушкодженні цитохрому Р-450. 
Гостру субтотальну ішемію печінки у білих щурів викликають шляхом накладання за умов 

барбамілового наркозу лігатури на судинну ніжку лівої і серединної долі печінки на 15, ЗО, 60, 
120 хв. Досвід вказує, що більш доцільним є час припинення кровообігу на 30-60 хв [25]. Пов­
ну (тотальну) ішемію печінки викликають шляхом оклюзії печінкової артерії, портальної і пе­
чінкової вен та ізоляції печінки від клітковини - останнє потребує накладання портокаваль-
ного шунта). 

Досліджувані речовини і препарати порівняння вводять тваринам в ЕД30 і ЕД50 за 1 год до 
проведення операції. 

Дослідження біохімічних показників проводять безпосередньо після закінчення ішемії пе­
чінки. 

Моделювання хронічних уражень печінки 
Для моделювання хронічного гепатиту і, тим більше, цирозу печінки, необхідне тривале введен­

ня в організм тварин гепатотоксичної отрути. Так, для отримання хронічного гепатиту 50% 
олійний розчин тетрахлорметану необхідно вводити щурам по 0,2-0,4 мл/100 г 2-3 рази на тиж­
день протягом 60 діб. При відтворенні хронічного гепатиту щкролів вводять 50% олійний розчин 
тетрахлорметану (підшкірно, тричі на тиждень, з розрахунку 0,3 мл/кг) протягом 45 діб [26J. 

Цироз печінки викликають, як правило, введенням тетрахлорметану у вищезазначених до­
зах протягом 5 місяців. Причому, тварини повинні вживати їжу, бідну на білок: зерно, хліб, 
вершкова олія, пряжене свиняче сало. У собак, яким щодня вводиться 10 мл тетрахлорметану 
і згодовується їжа, яка містить 80% жиру, ознаки цирозу спостерігаються вже через кілька 
тижнів [27J. Переважно м'ясне харчування у стадії цирозу призводить до утворення асциту. 

У моделюванні хронічного гепатиту і цирозу для уникнення регенерації важливо, щоб між 
прийомами отрути не було тривалих перерв, при цьому досліджувані речовини і препарати 
порівняння вводять тваринам в ЕД30 чи ЕД50 протягом усього періоду введення отрути. 

Оскільки в патогенезі хронічного гепатиту і цирозу печінки велику роль відіграють автоі­
мунні порушення, для доказу адекватності моделі необхідно проводити імунологічні дослід­
ження. Зокрема, хронічному активному гепатиту найбільш властиве підвищення концентра­
ції IgG і, меншою мірою, IgM. При первинному біліарному цирозі, як правило, підвищується 
концентрація IgM на фоні помірного підвищення вмісту імуноглобулінів інших класів. При 
алкогольному цирозі найвищого рівня досягає IgA. Важливою ознакою порушеного стану 
імунітету при хронічних активних захворюваннях печінки є поява у крові аутоантитіл, що ре­
агують з різними антигенними компонентами клітин і тканин. 

Імунологічними маркерами хронічних захворювань печінки є антитіла до гладенької муску­
латури, мітохондрій, мікросом печінки та нирок. Доречним є визначення Т- і В-лімфоцитів 
методом розеткоутворення, проведення реакцій гальмування міграції лейкоцитів, БТЛ на 
ФГА. Остання належить до числа універсальних тестів, що дозволяють оцінити функціональ­
ну активність Т-лімфоцитів. При хронічному гепатиті і цирозі здатність лімфоцитів до тран­
сформації вбласти під впливом ФГА знижується. 

Хронічний гепатит з явищами раннього фіброзу відтворюється також поєднаним введенням 
тетрахлорметану та етанолу. Отруєння щурів проводять щодня протягом 45 діб. Етанол вво­
дять внутрішньошлунково з розрахунку 35 мг/кг маси тіла тварин. Через 20-30 хв після вве­
дення спирту, також інтрагастрально, вводять тетрахлорметан у дозі 0,2 мл/100 г маси у виг­
ляді 20% олійного розчину [28]. Досліджувані сполуки і препарати порівняння вводять у ЕД50 
або ЕДзо щодня протягом терміну моделювання патології. 

Відтворення хронічної патології печінки можна здійснити шляхом комбінованої дії на пе­
чінку тетрахлорметану, етанолу і фенобарбіталу. З цією метою отрути вводять за схемою: про-
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Розділ III 

тягом 7 діб щурам щодня перорально вводять тетрахлорметан у вигляді 20% олійного розчи­
ну nd 0,2 мл/100 г маси тіла. Починаючи з 8-ї доби і до закінчення терміну моделювання па­
тології (протягом ЗО діб), паралельно з тетрахлорметаном вводять 40% етиловий спирт по 
0,7 мл/100 г маси тварини внутрішньошлунково. Фенобарбітал вводять чотирма курсами (по 
З доби кожен) у дозі 80 мг/кг внутрішньошлунково, починаючи з 10-ої доби отруєння тварин 
з 5-добовим інтервалом між введеннями [29]. 

Досліджувані сполуки і препарати порівняння вводять в ЕД30 чи ЕД50, починаючи з наступ­
ної доби після останнього введення отрути, протягом 20 діб. 

Одним з високопродуктивних методичних прийомів моделювання хронічного гепатиту є 
використання алкалоїду геліотрину [ЗО], який вводять щурам підшкірно у дозах, що зменшу­
ються, через добу протягом 25 діб у вигляді нейтрального розчину: 7 діб по 10 мг, з 8-ї - по 7,5 
мг і з 14-ї - по 5 мг/100 г маси тіла тварини. Паралельно група контрольних тварин одержує 
підшкірно аналогічні об'єми фізіологічного розчину. 

Препарати порівняння вводять протягом усього періоду отруєння в ЕД30 чи ЕД50. 

5.2. Вивчення особливостей фармакодинаміки перспективних біологічно 
активних речовин та можливих механізмів їх гепатозахисної дії 

Вивчення антиоксидантної дії БАР 
Враховуючи, що при більшості захворювань печінки провідною ланкою патогенезу є інтен­

сифікація ВРО і ПОЛ, вивчення ефективності перспективних БАР необхідно проводити 
шляхом поглибленого дослідження змін показників, що характеризують ці процеси. До них 
належать: вміст ГОЛ [32], ДК [31], супероксиданіону [33], відновленого глутатіону [341, ак­
тивність каталази [35], глутатіонпероксидази [36] і супероксиддисмутази [37] у сироватці 
крові та гомогенатах печінки і субклітинних фракціях гепатоцитів. Крім того, необхідно виз­
начати швидкість Fe2' аскорбатзалежного (неферментативного) і НАДФН-залежного (фер­
ментативного) накопичення продуктів реакції ТБК [38]. 

Вивчення детоксикуючої функції печінки 
Однією з основних функцій печінки є її здатність знешкоджувати токсичні продукти в організ­

мі. Тому стан детоксикуючої функції печінки є одним із показників гепатозахистної дії речовин. 
Для оцінки детоксикуючої дії печінки білим щурам внутрішньоочеревинно вводять 1-2% роз­

чин гексеналу з розрахунку 40-80 мг/кг маси тіла. У інтактних тварин при введенні гексеналу 
в дозі 80 мг/кг тривалість бічного положення становить 45-60 хв. Збільшення тривалості гексе-
налового сну свідчить про зниження детоксикуючої функції печінки, його скорочення (внаслі­
док активації мікросомних оксигеназ, метаболізуючих гексенал) - про посилення цієї функції. 

Вивчення жовчоутворюючої функції печінки 
При патологічних процесах у печінці однією з перших порушується її жовчоутворююча фун­

кція. Тому позитивна динаміка відновлення показників, що характеризують жовчогенез, може 
служити підтвердженням наявності у речовин, які досліджують, гепатопротекторного ефекту. 
Оцінка жовчоутворюючої функції печінки проводиться за методиками, описаними у розділі 2. 

Оцінка поглинально-видільної функції печінки 
Відомо, що гепатоцити здатні знешкоджувати різні речовини шляхом кон'югації їх з метабо­

літами організму. Сполуки, що утворюються при цьому, легко виводяться з організму з жов­
чю або із сечею. 

В основі методу оцінки поглинально-видільної функції печінки лежить здатність гепатоци­
тів захоплювати БСФ і, зв'язавши його з глютатіоном, виділяти в жовч. При цьому жовч на­
буває лілового забарвлення. 
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Для проведення БСФ проби після закінчення збирання жовчі, щурам у хвостову чи стегно­
ву вену вводять 0,6% розчин БСФ із розрахунку 5 мг/кг. Визначають терміни виникнення та 
зникнення барвника в крові та жовчі (термін виділення останньої забарвленої краплі жовчі з 
канюлі). За терміном надходження барвника до жовчі можна зробити висновок про стан пог-
линальної функції гепатоцитів. 

Зникнення барвника свідчить про поглинання його купферівськими клітинами і характери­
зує функціональний стан ендотеліоцитів. Термін зникнення БСФ з жовчі вказує на актив­
ність процесів глюкуронізації в ендоплазматичному ретикулумі печінки. Проба БСФ - один 
з найчутливіших тестів в оцінці функціонального стану печінки. 

Визначення білковоутворюючої функції печінки 
Показниками білковоутворюючої функції печінки є вміст загального білка у сироватці кро­

ві і результати протеїнограми. При визначенні вмісту загального білка використовують біуре-
товий реактив [39] або метод Лоурі [40]. Кількісне визначення проводять за графіком, побу­
дованим з використанням альбуміну сироватки крові. 

Електрофоретичне розділення білкових фракцій має більшу діагностичну цінність, ніж виз­
начення загальної кількості білка в сироватці крові, оскільки патологічні процеси в печінці 
супроводжуються, як правило, зменшенням вмісту альбумінів і збільшенням g-глобулінів. 
Електрофорез білків сироватки здійснюють на хроматографічному папері з використанням 
гелевих середовищ [41]. 

Визначення активності індикаторних і екскреторних ферментів сироватки крові 
Щурів в умовах евтаназії декапітують, в сироватці крові визначають активність сорбітол-

дегідрогенази [42], АлАт, АсАт [11], ЛФ [43], ЛДГ [41], у-ГТ [41], ХЕ [41]. Співвідношення 
показників активності АсАт і АлАт - коефіцієнт де Рітіса [2] - свідчить про гостроту ура­
ження печінки; зменшення його є характерним для більш гострого перебігу патологічного 
процесу. 

Зростання активності ЛФ сироватки крові є показником холестазу, різке підвищення її ак­
тивності супроводжується атрофічними змінами в печінці. 

Підвищення активності ЛДГ пов'язане також з некрозом тканин, і особливу інформатив­
ність має підвищення активності ЛДГ5. Підвищення активності у-ГТ - високочутливий пе­
чінковий тест, що свідчить про ушкодження гепатоцитів, виникнення холестазу, і є більш чут­
ливим тестом порівняно з визначенням активності ЛФ [43]. Особливої цінності він набуває 
при алкогольному ушкодженні печінки, проявляючи прямо пропорційну залежність актив­
ності ферменту від ступеню ураження печінки. У зв'язку з тим, що синтез ХЕ відбувається в 
клітинах печінки, гіиохолінестераземія, як правило, вказує на захворювання печінки. Ступінь 
зниження активності ферменту у сироватці крові свідчать про тяжкість і поширення ура­
ження гепатоцитів. 

Визначення масового коефіцієнту печінки 
У щурів після декапітації видаляють та зважують печінку і визначають співвідношення між 

її масою та масою тварини. Збільшення масового коефіцієнту печінки свідчить про гемодина-
мічні порушення в цьому органі, наслідком чого може бути набряк. 

При цьому досліджувані речовини не повинні впливати на масу тіла тварин. 

Вивчення глікогенутворюючої функції печінки 
У гомогенаті печінки визначають глікоген, у крові - вміст глюкози. Підвищення рівня 

глікогену в печінці свідчить про поліпшення її функціонального стану. Визначення рівня 
глюкози в крові необхідне для виявлення гіпоглікемічної активності досліджуваних речо­
вин. 
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Розділ НІ 

Морфологічне вивчення печінки 
Тканину печінки фіксують, після спеціальної обробки проводять світло- та електронномік-

роскоиічне вивчення її структури, що дозволяє оцінити ступінь жирової і білкової дистрофії. 
Стан гістоструктур печінки досліджують, якщо можна, із застосуванням кількісної оцінки 
(цитометрія). 

Математичний аналіз отриманих експериментальних даних 
Статистичну обробку експериментальних даних проводять будь-яким з відомих методів, які 

дозволяють обчислити середнє арифметичне значення досліджуваного показника (М) і його 
помилку (т ) . 

Достовірність оцінки гепатозахисної дії досліджуваних БАР значною мірою підвищує рі­
вень статистичного аналізу кореляцій між змінами біохімічних показників стану печінки і да­
ними гістологічного контролю. 

З цією метою будь-яким з математичних методів розраховують значення коефіцієнта коре­
ляції (г) показників цитолізу і холестазу (активність АлАТ, АсАТ, альдолази, ЛФ і вмісту хо-
лестеролу у сироватці крові) з даними морфометричного аналізу уражень печінки, до яких, за 
В.В.Сєровим та К.Лапишем [44] належать жирова дистрофія і осередки колікваційного нек­
розу; антиген HBSAg; алкогольний гіалін (тільця Меллорі). 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ (ДОКЛІНІЧНЕ) ВИВЧЕННЯ 
ФАРМАКОЛОГІЧНИХ РЕЧОВИН, ЩО ПРОПОНУЮТЬСЯ 

ЯК ТРАНКВІЛІЗАТОРИ ТА НЕЙРОЛЕПТИКИ 

Коміссаров І.В., 
Тіхонов В.Н. 

Перелік скорочень 

ГАМК - гамма-аміномасляна кислота 
ДФЦ ~ Державний фармакологічний центр 
ЛЗ - лікарський засіб 
МЕД - мінімально ефективна доза 
ФЗ - фармакологічний засіб 
УРАУ - умовний рефлекс активного уникнення 
ЦНС - центральна нервова система 
ЕЕГ - електроенцефалограма 

1. Обгрунтування оптимальних підходів до пошуку і вивчення 
транквілізаторів та нейролептиків 

Спрямований пошук нсихофармакологічних засобів значною мірою утруднюється немож­
ливістю моделювання психопатологічних порушень у тварин в експерименті. Тому пошук 
психотропних засобів йде шляхом виявлення у нових хімічних речовин тих видів фармаколо­
гічної активності, які властиві клінічно випробуваним транквілізаторам, нейролептикам, ан­
тидепресантам, ноотропам і т.п. 

Можливість прогнозу клінічної ефективності анксіолітиків (транквілізаторів) базується на 
їх здатності у фармакологічному експерименті зменшувати вже в малих дозах спонтанну ру­
хову активність тварин, істотно посилювати ефекти наркозних засобів, снодійних і аналге-
тиків, робити неможливою і усувати судомну дію коразолу та інших конвульсантів, пригнічу­
вати елементарні форми невротичних розладів, що виникають у тварин за умов «конфліктної 
ситуації» та за інших умов експериментального стресу. 

Прогноз нейролептичної активності у фармакологічному експерименті базується, по суті, на 
тих самих тестах, що й транквілізуючої, але суттєвим доповненням до них є експерименти, за 
допомогою яких вдається виявити антагонізм речовин з фенаміном, апоморфіном, іншими ад-
рено- і дофаміноміметиками. Має значення також здатність нейролептиків викликати ката­
лепсію, усувати агресивну поведінку і пригнічувати усталені умовні рефлекси уникнення в 
дозах значно менших, ніж дози транквілізаторів. 

Однак, існування атипових нейролептиків, наприклад сульпіриду, позбавленого каталеито-
генних властивостей, а також небензодіазепінових анксіолітиків, наприклад бусиірону, якому 
властива антиапоморфінова активність, робить перелічені вище відмінності вельми умов­
ними. Саме тому пошук і вивчення транквілізаторів і нейролептиків повинні засновуватися 
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на єдиній методичній схемі принаймні на етапах скринінгу (1-й етап) і початкових доклініч-
них досліджень (2-й етап). Повне доклінічне дослідження специфічної фармакологічної ак­
тивності потенційних транквілізаторів або нейролептиків може базуватися лише на комплек­
сі скринінг-тестів, нейрофізіологічних, нейробіохімічних і поведінкових методик. 

2. Загальні положення і конструкція досліджень 

Звіт про експериментальне вивчення фармакологічного засобу (ФЗ), що подається до ДФЦ 
МЗ України, складається із звіту про експериментальне дослідження безпечності фармаколо­
гічного засобу (ФЗ) і звіту про вивчення специфічної і загальної фармакологічної активності 
[1]. Обсяг дослідження безпечності наведений у згаданих рекомендаціях досить повно, але ви­
моги до вивчення специфічної активності транквілізаторів і нейролептиків - лише в загаль­
ній формі [1; с і 9]. 

Не залежно від передбачуваного обсягу досліджень нових потенційних транквілізаторів або 
нейролептиків, їх вивчення повинно проводитись у порівнянні з найвідомішими транквіліза­
торами (діазепам) або нейролептиками (трифтазин, галоперидол) на кількох видах тварин 
(2-3). Спосіб введення залежить від розчинності сполуки, але має бути використаний і той, 
який рекомендується для клінічного застосування. 

Загальна композиція дослідження специфічної активності складається з 3-ох елементів: 
скринінгові дослідження, поглиблені доклінічні і уточнюючі доклінічні дослідження. Задачею 
скринінгових досліджень є визначення депримуючого впливу сполуки на ЦНС і отримання 
на основі скринінг-тестів даних про характер цієї дії: чи є вона загальнопригнічуючою або ви­
бірковою. Другий етап, заснований на використанні більш специфічних тестів і методів, пови­
нен виявити у речовини, що вивчається, типові для транквілізаторів або нейролептиків влас­
тивості. Уточнюючі доклінічні дослідження зазвичай спрямовані на з'ясування механізмів дії. 
ФЗ і можуть слугувати додатковим обгрунтуванням раніше зробленого висновку про спектр 
його психофармакологічної активності. 

Оцінка різних видів активності сполуки повинна, при можливості, проводитися в альтерна­
тивній формі і характеризуватися загальноприйнятими параметрами (ED50). Результати ек­
спериментів необхідно подавати в статистично обробленій формі, бажано у вигляді таблиць, 
графіків, рисунків. 

3. Скринінгові дослідження (1-й етап) 

Ці дослідження включають оцінку впливу сполуки на спонтанні форми поведінки (наприк­
лад, спонтанну рухову активність), прості поведінкові рефлекси, координацію рухів і 
м'язовий тонус, температуру тіла і взаємодію з судомними отрутами, снодійними і наркозни­
ми засобами. 

3.1. Вплив на спонтанну рухову активність (мишей, щурів) вивчається в актометрах різних 
систем з реєстрацією горизонтальних (також вертикальних) переміщень. Найпростішим спо­
собом є облік кількості перетинів твариною променів хреста на обмеженій площі за обмеже­
ний час (2-3 хвилини) або кількості відвіданих квадратів [2]. Речовина досліджується в 4-
6 дозах; дію кожної дози вивчають на 5-6-ти тваринах, результат оцінюється в альтернатив­
ній формі. Визначають ED50±Sx. Транквілізатори і нейролептики пригнічують рухову актив­
ність. Доза, наприклад, діазепаму в цьому тесті становить 0,8±0,05 мг/кг (миші, внутрішньоо-
черевинно). 

3.2. Вплив на прості природні рефлекси зручно оцінювати, вивчаючи орієнтовну поведінку 
за кількістю обстежених дір [2] або використовуючи метод «відкритого поля». Рідше викорис­
товують «норковий рефлекс» - природний рефлекс уникнення світлого відсіку з переходом 
тварини до темної камери. Транквілізатори і нейролептики зменшують кількість обстежених 
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дір і переміщень у «відкритому полі», але збільшують кількість відвідувань центрального (ос­
вітленого) кола (квадрата) «відкритого поля», а також час перебування у світлому відсіку і 
кількість переміщень при вивченні норкового рефлексу. Активність речовини в цих тестах по­
винна бути істотно вищою, ніж в тестах, що оцінюють міорелаксацію. 

3.3. Вплив сполуки на координацію рухів і м'язовий тонус може досліджуватися в тесті зіс­
лизання з похилої площини. Для цього можна використати дрібночарункову сітку, нахилену 
до поверхні стола на 60°. Переміщення тварин ривками розцінюється як ознака порушеної ко­
ординації, а зіслизання (за 20 хвилин перебування на сітці) - як міорелаксуючий ефект. Для 
оцінки цих функцій частіше використовується метод стержня, що обертається [3J. 

3.4. Вплив на рефлекс перевертання досліджується на мишах, щурах і може бути вивчений 
на кролях. У разі втрати цього рефлексу необхідно дослідити також больовий, рогівковий 
рефлекси і рефлекс вушної раковини, пригнічування яких характерне для речовин наркотич­
ного типу дії, але не транквілізаторів. 

3.5. Гіпотермічну дію речовини краще дослідити при введенні її під шкіру мишам або щурам. 
Температуру вимірюють в прямій кишці на глибині 1,5 і 2,5 см за допомогою електротермо-
метра через ЗО, 60 і 120 хвилин (за необхідності і в більш віддалені терміни). Усереднені ре­
зультати отримують на групі з 8-Ю тварин (для кожної дози). У цих дослідженнях мас зна­
чення час доби і температура приміщення. 

3.6. Взаємодія з судомними отрутами. Обов'язково оцінюється антикоразолова дія, власти­
ва багатьом транквілізаторам. Бажане вивчення антагонізму сполуки, що досліджується, з бі-
кукуліном або пікротоксином. Антикоразолова активність звичайно досліджується за [4]. Ре­
човина, що вивчається, в різних дозах вводиться внутрішньоочеревинно, коразол (85 мг/кг) -
під шкіру спини. 

3.7. Взаємодію зі снодійними і наркозними речовинами досліджують на мишах і щурах. У дос­
лідах на мишах вивчають феномен потенціювання гєксеналового наркозу. Групам з и'яти-шес-
ти тварин вводять воду (внутрішньоочеревинно) або різні дози речовини, що досліджується, і 
через 20 або ЗО хвилин гексенал (внутрішньоочеревинно в дозі 35 мг/кг). У контрольних тварин 
(вода) гексенал у цій дозі викликає лише хитку ходу, а на фоні потенціюючої сполуки - бічне 
положення. Враховують кількість тварин в групі, у яких бічне положення триває не менше 4 
хвилин. Визначають ED50. У дослідах на щурах досліджують вплив сполуки на тривалість сну 
або наркозу, викликаного введенням в очеревинну порожнину хлоралгідрату, барбамілу або гек­
сеналу. Снодійні або наркотичні дози цих речовин визначають заздалегідь (контроль). 

4. Поглиблені доклінічні дослідження (2-й етап) 

На цьому етапі вивчається вплив ФЗ на різні типи умовних рефлексів і складні форми пове­
дінки, наприклад, на різноманітні форми поведінки, що караються, зовнішнє гальмування при­
родних або умовних рефлексів, на агресивну поведінку. Транквілізатори і нейролептики ефек­
тивні у всіх зазначених тестах. Однак нейролептики, як правило, активніше за транквілізатори 
пригнічують стійкі умовні рефлекси і агресивну поведінку, тоді як вплив на форми поведінки, 
що караються, завдають лише в дозах, близьких до міорелаксуючих. На цьому етапі виявляють 
і кількісно оцінюють каталептогенну, антифенамінову активність ФЗ, маючи на увазі, що ці ви­
ди активності є типовими для переважної кількості нейролептиків, які нині застосовуються. 

4.1. Вилив на умовнорефлекторну діяльність досліджують на щурах, виробляючи у них ста­
лий умовний рефлекс активного уникнення (УРАУ). Будь-яка конструкція існуючих для 
цього камер дозволяє поєднувати умовний сигнал з впливом безумовного подразника і забез­
печує автоматизовану реєстрацію латентного періоду рефлексу. Як правило, поєднують зву­
ковий сигнал (дзвінок, 15 секунд) з больовим електричним подразненням лап через елект­
родну підлогу (через 5 секунд від початку звучання дзвінка протягом 10 секунд), забезпечую­
чи тварині можливість уникати больового впливу, виплигуючи на стержень, підвішений в 
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центрі камери. У цих методичних умовах стійкий УРАУ виробляється за 9-16 поєднань (З-
4 сеанси в день, 3-4 дні підряд). Для досліджень відбираються щури, латентний період УРАУ 
у яких не перевищує 2,5 секунди. У день тестування перевіряють латентний період рефлексу 
і вводять розчинник (контрольна група) або речовину, що вивчається, а через 30-60 хвилин 
(залежно від шляху введення) відтворюють УРАУ. Якісно оцінити вплив речовини можна за 
подовженням латентного періоду рефлексу, але кількісну оцінку активності ФЗ краще пред­
ставити величиною ED50, досліджуючи дію 4-5 доз і враховуючи в кожній групі (з 6-8-и тва­
рин) кількість щурів, у яких латентний період УРАУ збільшується щонайменше у 2 рази. У 
цих дослідженнях можлива оцінка впливу ФЗ на умовний рефлекс (пригнічування уник­
нення звукового сигналу) і на дію безумовного подразника (пригнічування уникнення больо­
вого подразнення). Відношення отриманих при цьому ED50 може служити мірою вибірковос­
ті дії речовини. 

4.2. Оцінка протитривожної активності речовин базується на використанні експерименталь­
них моделей, які є поведінковими аналогами тривоги. Всі моделі, що використовуються, зас­
новані на впливі зовнішніх або внутрішніх стимулів, що створюють новий емоційно-поведін-
ковий стан, що піддається об'єктивній реєстрації [5]. Одна з таких моделей базується на ви­
робленні у тварин стійкого УРАУ (див. 4.1) і пригніченні умовнорефлекторної реакції впли­
вом могутнього подразника, що раніше не використовується, наприклад, яскравого світла. Зу­
мовлене ним зовнішнє гальмування умовного рефлексу усувається транквілізаторами, але 
стійке до впливу малих доз нейролептиків. 

Для дослідження протитривожної активності широко використовується метод «конфлік­
тної ситуації» в модифікації Т.А.Клигуль і В.А.Криволапова [6]. В умовах цього методу реєс­
трують (за 10-20 хвилин) кількість випадків взяття води і підходів до поїлки, що караються 
електробольовим подразненням, а також кількість горизонтальних переміщень у щурів з вод­
ною депривацією. Досліджуючи на 3-5 групах з 6-Ю тварин вплив кількох доз речовини, що 
вивчається, визначають мінімальну ефективну дозу (МЕД), за яку приймають мінімальну до­
зу, що збільшує число взяття води не менше, ніж у 2 рази порівняно з контролем (група щу­
рів, яким вводився розчинник). 

Метод «загрозливої ситуації», що використовується для вивчення протитривожної актив­
ності, базується на реєстрації часу перебування щурів в світлому відсіку камери (що склада­
ється з світлого і темного відсіків, сполучених отвором) при електробольовому подразненні 
щура-жертви, відділеного від піддослідного прозорою перетинкою [7]. Для правильної оцінки 
протитривожної дії методами конфліктної або загрозливої ситуації необхідна паралельна 
оцінка впливу речовини на рухову активність тварин. 

Аналіз існуючих даних показує, що більшість моделей конфлікту мотивацій досить надійні 
для прогнозу иротитривожного клінічного ефекту потенційних анксіолітиків, а різна їх актив­
ність в різних моделях дозволяє скласти певну думку про вірогідний механізм дії [8|. Для 
оцінки анксіолітичних властивостей ФЗ використовують також моделі зоосоціальної пове­
дінки. Одна з таких моделей базується на тому, що під час утримання щурів по 3 в одній кліт­
ці серед них встановлюється соціальна ієрархія, що виявляється суворо певним порядком дос­
тупу до смачної їжі. Кількість сеансів споживання їжі підлеглими щурами збільшується при 
введенні анксіолітиків (хлордіазепоксиду, буспірону), але не галоперидолу [9]. 

4.3. Вплив ФЗ на агресивну поведінку, зумовлену у мишей або щурів ізоляцією, елек­
тричним подразненням через електродну підлогу або руйнуванням (електрокоагуляцією) де­
яких утворень мозку, властиво як нейролептикам, так і багатьом транквілізаторам. Вилив ФЗ 
на цю форму поведінки звичайно оцінюють методом «бою щурів» (мишей) на щурах-самцях, 
яких розміщують попарно в камері з електродною підлогою. Визначивши заздалегідь порого-
ву величину струму, при якому дана пара приймає позу бійців і виявляє агресивність, вста­
новлюють на 4-5 парах дозу речовини, що усуває цей феномен частини або всіх досліджених 
пар. Оцінивши дію кількох доз, активність виражають величиною ED50. 
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4.4. Каталептогенну активність ФЗ оцінюють різними методами. Метод Марпурго [10] вра­

ховує збереження протягом визначеного часу вимушеної пози, наданої щуру дослідником, 
при якій тварина спирається лівою, потім правою передньою кінцівкою на низьку (3 см) і ви­
соку (9 см) опору. Сумарна оцінка в 3 бали (0,5+0,5+1+1) свідчить про каталептогенну дію 
ФЗ. Найбільш просто оцінити час (у секундах) утримання тварини у наданому положенні піс­
ля розміщення її передніх лап на перекладині (для щурів) або на дроті (для мишей), що зна­
ходяться на відповідній висоті від поверхні. Активність виражають величиною МЕД або ED50. 

4.5. Антиапоморфінові тести використовуються для прогнозу нейролептичних властивостей 
сполук, оскільки всі відомі нейролептики (виключення - карбідин) виявляють антагонізм з 
апоморфіном. Однак, антагонізм з апоморфіном у багатьох тестах виявляють речовини, антип-
сихотичні властивості яких у клініці не виявлені, наприклад буспірон, що застосовується як 
анксіолітик. Вивчення антагонізму речовин з апоморфіном дає певну первинну інформацію 
для міркувань про молекулярні мішені їх дії, оскільки апоморфін у малих дозах активує пере­
важно В2-ауторецептори дофамінергічних нейронів, а у великих - постсинаптичні дофамінові 
рецептори клітин смугастого тіла і відповідно викликає різні ефекти: обмеження рухової ак­
тивності, седацію і позіхання у щурів при малих дозах (0,01-0,015 мг/кг), а при великих - сте­
реотипію (у щурів) і синдром лазіння (вертикалізації) у мишей. 

4.5.1. Синдром лазіння (climbing test) викликається у мишей введенням під шкіру апоморфіну 
в дозах 0,5-2,0 мг/кг. Він виявляється прагненням тварин, що знаходяться всередині вертикаль­
ного циліндру з сітки, видиратися на бокову поверхню і зависати на ній [11]. Тривалість висін-
ня пропорційна дозі апоморфіну. Ефект враховується в балах. Активність в цьому тесті оці­
нюють, досліджуючи вплив кількох доз речовини, що вивчається, і реєструючи число мишей (в 
групі з 5-6), у яких синдром лазіння слабко виражений або відсутній. Активність виражають ве­
личиною ED50. Класичні і багато які атипові нейролептики, але не транквілізатори, усувають 
цей синдром. Седативні, снодійні засоби і ГАМК-міметики також активні в цьому тесті. 

4.5.2. Стереотипна поведінка щурів викликається введенням під шкіру апоморфіну в дозі 
0,3-1,0 мг/кг. Вона виявляється нюханням, жуванням, лизанням. Необхідно визначити дозу 
апоморфіну, яка у щурів даної популяції викликає інтенсивну стереотипію, що виникає пері­
одично, або менш інтенсивну, але постійну (2 бали за 3-бальною шкалою). Після введення 
нейролептиків стереотипна поведінка усувається або виникають лише окремі стереотипні ру­
хи. Шляхом реєстрації кількості тварин у групі, у яких після введення речовини апоморфін не 
викликає стереотипії, і вивчення дії речовини в 4-5 дозах визначають ED50. 

4.5.3. Феномен сед'ації і позіхання виникає у мишей і щурів-самців при введенні під шкіру 
апоморфіну в дозах 0,03-0,12 мг/кг. Після введення апоморфіну в дозі 0,1 мг/кг кількість по­
зіхань за 1 годину спостереження становить у щурів-самців 10-20. Речовини з нейролептич­
ною активністю в тих дозах, у яких вони не змінюють спонтанної рухової активності, віднов­
люють локомоцію і ліквідують позіхання або зменшують їх кількість. 

4.5.4. Апоморфін відомий як активатор В2-рецепторів дофаміну нейронів тригерної зони 
блювотного центру і сильний блювотний засіб. У собак апоморфіну гідрохлорид викликає 
блювоту при внутрішньовенному введенні у дозі 0,045 мг/кг, під шкіру - в дозі 0,5-1,0 мг/кг. 
Протиблювотну дію речовини, що досліджується, у собак можна кількісно охарактеризувати 
величиною МЕД. Протиблювотну дію ФЗ зручніше і економічно доцільніше оцінювати на го­
лубах. У нагодованих зерном голубів масою 300-400 г внутрішньоочеревинне введення апо­
морфіну в дозі 15 мг/кг через 3-7 хвилин викликає реакцію у вигляді мотання головою і від­
ригування зерна. Звичайно спостерігаються 2-5 таких епізодів. Речовину, що досліджується, 
вводять за ЗО хвилин до апоморфіну внутрішньоочеревинно. Реєструють в групі з 5 птахів се­
редню кількість блювотних актів і кількість птахів в групі, у яких блювота не виникла. Вив­
чення дії речовини в 3-5 дозах дозволяє оцінити її активність величиною ED50 [ 12J. Вивчен­
ня впливу ФЗ на фенамінову гіперактивність або стереотипію у гризунів не є обов'язковим, 
оскільки не дає додаткової інформації порівняно з апоморфіновими тестами. 
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4.6. Виконання електрофізіологічних досліджень бажане при оцінці фармакологічних 

ефектів потенційних транквілізаторів або нейролептиків. Однак рутинна характеристика їх 
впливу на ЕЕГ або викликані потенціали мало інформативна. Вона служить лише основою 
для висновку про депримуючий або збуджуючий характер дії речовини на ЦНС. Інформатив­
ним з точки зору можливості диференціювання транквілізаторів від інших груп психоактив-
них засобів є аналіз спектрів потужності ЕЕГ. Показано, що анксіолітики (бензодіазепіни і 
бусиірон) мають спільний, відмінний від психостимуляторів, нейролептиків і ноотропів, ха­
рактер впливу на біоелектричну активність сенсорної кори і дорсального гіпокампу мозку щу­
рів. Анксіолітики сповільнюють тета-ритмічну активність, збільшують високочастотну актив­
ність у діапазоні 12-32 Гц, спричиняють появу високоамплітудної активності з частотою 
12-16 Гц [13, 14]. Вивчення впливу ФЗ на тривалість міжімпульсних інтервалів при дослід­
женні, наприклад, транскалозальних відповідей [15] або використання стандартної мікрое-
лектродної техніки для реєстрації впливу речовин на рівень мембранного потенціалу і вхід­
ний опір [16], дають корисну інформацію про характер впливу на нервові клітини мозку і йо­
го можливу роль в психотропних ефектах речовини, що досліджується. Однак, експерименти 
такого роду швидше відносяться до третього етапу доклінічних досліджень. 

5. Уточнюючі доклінічні дослідження (3-й етап) 

На цьому етапі виконуються головним чином нейрофізіологічні і нейрохімічні дослідження, 
які корисні, а іноді необхідні для визначення кола тих показань, у рамках яких доцільне про­
ведення майбутніх клінічних випробувань нового ФЗ. Хоч безсумнівно, що будь-яка психіч­
на функція формується за участю багатьох структур мозку і багатьох нейрохімічних процесів, 
не викликає сумніву і те, що корекція кожного психопатологічного симптому (тривоги, пору­
шеного сприйняття, мислення, пам'яті і т.п.) досягається впливом на головну для цього сим­
птому нейрохімічну мішень. Такою мішенню для анксіолітиків є ГАМК-ергічні і/або серото-
нінергічні, для нейролептиків - дофамінергічні процеси в мозку. Прямий доказ впливу ФЗ, 
що вивчається, на ці процеси є змістом третього етапу досліджень. 

5.1. Нейрофізіологічні дослідження можуть виконуватися загальноприйнятими методами 
[17] на мозку (щурів, кролів) in situ, на зрізах мозку або одиночних нейронах in vitro з поза-
або внутрішньоклітинною реєстрацією спонтанної або викликаної активності нейронів, мем­
бранного потенціалу та інших параметрів. Мета дослідження полягає в тому, щоб оцінити ха­
рактер впливу речовини, що вивчається, на функцію нейронів певної структури мозку, здат­
ність полегшувати або утруднювати їх спонтанну або викликану активність [18], а також ви­
явити межі схожості в дії медіатора і речовини, що досліджується, або з'ясувати вплив ФЗ на 
ефекти медіаторів: ГАМК, серотоніну, дофаміну, глутамату. У зв'язку з трудомісткістю цих 
досліджень їх часто проводять за скороченою програмою, беручи до уваги, що дані про вплив 
ФЗ на чутливість нейронів до медіаторів і про рецепторні мішені його дії можуть бути отри­
мані у нейрохімічних експериментах. 

5.2.1. Можливість пресинаптичної або іншої локалізації дії ФЗ звичайно оцінюють в дослі­
дах на тонких зрізах певних утворень мозку, які иреінкубують з [3Н]-серотоніном (зрізи кори 
півкуль, дорсальних ядер шва), [3Н]-дофаміном (зрізи хвостатого ядра) або |3Н]-ГАМК (зрі­
зи кори півкуль, смугастого тіла). Вивчають вплив ФЗ на спонтанне (базальне) і викликане 
іонами калію [19] або електричною стимуляцією [20] вивільнення зрізами радіоактивної міт­
ки, або вплив речовини на зумовлене медіатором гальмування пресинаптичного вивільнення 
міченого медіатора. 

5.2.2. Дослідження впливу на метаболічний оборот дофаміну і серотоніну в мозку дозволяє 
оцінити речовину, що вивчається, як потенційний нейролептик. Відомо, що класичні і ати­
пові нейролептики при одноразовому їх введенні внаслідок блокади D2-penenTopiB дофамі-
нергічних нейронів, посилюють вивільнення і метаболічний обіг дофаміну, збільшуючи 
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вміст діоксифенілоцтової і гомованілінової кислот у смугастому тілі та прилеглому до пере­
тинки ядрі, водночас знижуючи вміст в мозку метаболіту серотоніну 5-оксиіндолоцтової 
кислоти. Для кількісного визначення дофаміну, серотоніну та їх метаболітів використовують 
метод газорідинної хроматографії або вольтаметри [21], або спосіб, заснований на розділен­
ні амінів та їх метаболітів гельфільтрацією в колонках, заповнених сефадексом G-10 [22]. 
Слід однак брати до уваги, що буспірон, позбавлений антимаревної і антигалюцинаторної дії, 
викликає такі ж зміни вмісту дофаміну, серотоніну і їх метаболітів в мозку, як і типові ней­
ролептики [23]. 

5.2.3. Вивчення впливу ФЗ на специфічне зв'язування радіолігандів найважливішими ре­
цепторами (D2,5-НТцд, бензодіазепіновими), що мають відношення до ефектів нейролептиків 
і анксіолітиків, дозволяє в прямих експериментах визначити вірогідний молекулярний суб­
страт дії і кількісно охарактеризувати міру спорідненості до нього сполуки, що вивчається. У 
лабораторіях, де радіолігандні дослідження поставлені «на потік», вони є основою скринінгу 
хімічних речовин. 

Радіолігандні дослідження краще виконувати, маючи мічену речовину, що досліджується 
[24]. Однак її синтез стає економічно доцільним на етапі клінічних досліджень. На доклініч-
ному етапі вивчають вплив неміченої сполуки на зв'язування з синаптосомами мозку специ­
фічних мічених лігандів: [3Н]- флунітразепаму (ліганд бензодіазепінових рецепторів), [3Н]-
спіперону (ліганд D2 дофамінових і 5-НТ2 рецепторів), [3Н]-іпсапірону (ліганд 5-НТІА рецеп­
торів). Вивчають вплив ФЗ на зв'язування цих мічених лігандів мембранами різних структур 
мозку - стріатума, гіпокампа, фронтальної кори. У дослідах з міченим спіпероном стріатум 
розглядають як джерело D2, а кору - як джерело 5-НТ2 рецепторів. 

Відразу після декапітації виділяють на льоду з мозку кількох щурів необхідні структури 
мозку, зважують і гомогенізують в 32-кратному об'ємі 50 мМ ТРИС буфера (рН = 7,4) у скля­
но-тефлоновому гомогенізаторі на льоду. Гомогенат центрифугують при 30000 g 20 хвилин. 
Осад, що утворився, ресуспендують у тому ж буфері і центрифугують повторно. Кінцевий 
осадок розчиняють в тому ж буфері так, щоб вміст білка в пробі становив 0,15 мг. Зв'язування 
[3Н]-флунітразепаму (0,125 нМ) вивчають при загальному об'ємі інкубації 500 мкл. Неспеци­
фічне зв'язування визначають в присутності 10 мкМ флунітразепаму. Речовину, що досліджу­
ється, використовують у кількох концентраціях (від 1010 до 10"4 М). Після 60 хвилин інкуба­
ції (на льоду) реакцію у всіх тест-тубах зупиняють швидкою фільтрацією через скловолокнис­
ті фільтри GF/B (фірми Whatman). Фільтри тричі промивають охолодженим буфером. За до­
бу до вимірювання радіоактивності фільтри вміщуються в 5 мл сцинтиляційної рідини (ACS). 
Радіоактивність вимірюють за допомогою рідинного сцинтиляційного лічильника і визнача­
ють ІС50 - концентрацію речовини, яка пригнічує специфічне зв'язування [3Н]-флунітразепа­
му на 50% [25]. За аналогічних умов здійснюють інкубацію суспензії мембран з міченим спі­
пероном (кінцева концентрація 0,1-0,25 нМ) або [3Н]-іпсапіроном (2 нМ) за відсутності та в 
присутності різних концентрацій речовини, що досліджується. Якіцо величини ІС50 речовини, 
що вивчається, вимірюються в наномолярних концентраціях, висновок про високу спорідне­
ність сполуки до відповідних міченому ліганду рецепторів є коректним. 

До розділу уточнюючих досліджень психодепресантів бажано включити оцінку можливого 
розвитку толерантності і залежності при тривалому застосуванні ФЗ, що вивчається. Швид­
кість розвитку толерантності до потенційних транквілізаторів і нейролептиків звичайно оці­
нюється за кількома ефектами: порушенням координації рухів, рефлексу перевертання, анти-
коразоловому і анксіолітичному. Визначають ED50 або МЕД, що характеризують кожний з 
цих видів активності у щурів, яким речовина, що досліджується, вводилася 14-15 і 28-30 днів 
щодня. Ці ED50 (МЕД) співвідносяться з дозами, визначеними при одноразовому введенні 
ФЗ [26]. Толерантність може виявлятися тільки в одному або в декількох тестах. 

Найбільш високу прогностичну цінність при доклінічній оцінці наркогенної безпечності 
(небезпечності) психоактивних засобів має, за загальним визнанням (див. [27]), метод внут-
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рішньовенного самовведення. Технічне забезпечення цього методу викладене в [28]. Основа 
методу полягає в тому, що в камері Скіннера щурів навчають натисненню на педаль для отри­
мання харчового підкріплення. Після вироблення сталої навички харчове підкріплення замі­
нюють внутрішньовенним самовведенням 10-20 мкл розчину речовини. За відсутності у ФЗ 
наркогенної активності придбана навичка натиснення педалі згасає. Якщо ФЗ має таку актив­
ність, навичка зберігається. Враховують кількість самовведень за 2 або 4 години досліду, за­
гальну дозу введеної речовини, а також наявність стереотипної поведінки. Досліди викону­
ються на щурах, заздалегідь оперованих з метою імплантації поліетиленового катетера в 
яремну вену і виведення кінця катетера у потиличну область. 

6. Кілька зауважень до вивчення загальної фармакологічної активності 

Доклінічні дослідження загальної фармакологічної активності ФЗ переслідують свої цілі 
[1], найважливіша з яких полягає в оцінці його впливу на життєво важливі системи і органи. 
Разом з тим вивчення загальної активності нової сполуки включає елементи, які можуть по­
легшити розв'язання питання про приналежність речовини, що досліджується, до групи ней­
ролептиків або транквілізаторів. 

Відомо, що, на відміну від більшості транквілізаторів, нейролептики впливають на вегета­
тивну нервову систему. Тому важливо оцінити вплив речовини, що вивчається, на реакції сер­
цево-судинної системи, зумовлені ацетилхоліном, цититоном, норадреналіном, серотоніном, а 
також подразненням периферичного відрізка блукаючого нерва і реакцію мигальної перетин­
ки (у кішок) на подразнення шийного симпатичного стовбура. Важливо оцінити також цен­
тральні холінолітичні властивості, що виявляються за здатністю речовини попереджати або 
усувати гіперкінези і судоми, зумовлені введенням акреоліну або окситреморину, нікотину. 
Наявність якихось з цих видів активності повинна спонукати до більш детального вивчення 
(на нервових клітинах) холінолітичних, антисеротонінових і антигістамінних властивостей, 
що відіграють суттєву роль в антипсихотичних ефектах нейролептиків [29]. 
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ДОКЛІШЧНЕ ВИВЧЕННЯ СПЕЦИФІЧНОЇ 
АКТИВНОСТІ ПРОТИПУХЛИННИХ ЗАСОБІВ 

Шарикіна Н.І., 
Шляховенко В.О., 

Мосіенко B.C., 
Кулік ГЛ., 

Бардик Ю.В. 

1. Загальні положення 

Пошук протипухлинних препаратів передбачає кілька етапів. 
Перший етап - потенційні (активні у протипухлинному відношенні) хімічні та біологічні 

речовини проходять первинний відбір (прескринінг). На цьому стані в модельних системах in 
vitro та частково in vivo на доступних моделях пухлинного росту встановлюється цитостатич-
на та цитотоксична дія речовини, а також можуть вивчатися окремі ланки молекулярного ме­
ханізму цитостатичного ефекту досліджуваної речовини. Позитивні результати досліджень на 
цьому етапі дають підставу для подальшого дослідження протипухлинної активності та пере­
ходу до другого етапу. 

Другий етап (первинний скринінг) - передбачає вивчення протипухлинної активності дос­
ліджуваної речовини на сигнальних обов'язкових моделях експериментальних пухлин (2-4 
штами). 

Третій етан - передбачає поглиблене вивчення досліджуваної речовини на широкому спек­
трі пухлин з метою вивчення спектру протипухлинної та антилейкозиої дії речовини: дослід­
ження залежності ефекту від дози, дослідження оптимальних шляхів та режимів застосуван­
ня, встановлення вибірковості дії. 

З метою уточнення показань до застосування препарату для пухлин різних локалізацій та 
генезу можна провести дослідження in vitro на культурах пухлин людини, ксенографтах, ви­
користати підкапсульний тест. 

Вирішення питання про доцільність проведення клінічних випробувань робиться на підста­
ві затверджених фармакологічних критеріїв, яким повинен відповідати досліджуваний засіб, 
зі зверненням особливої уваги на вплив ФАР на органи і тканини з активною проліферацією. 

Передумовою для пропозиції щодо клінічного вивчення нового препарату мас бути суттєва 
та відтворювана протипухлинна активність. 

При вивченні специфічної (протипухлинної) активності речовина має пройти певний шлях. 
Первинний прескринінг може проводитися на модельних системах in vitro: мікробіологіч­

них, первинних та стаціонарних культурах нормальних та пухлинних клітин, деяких фермен­
тативних та інших тестах. Крім того, бажано провести дослідження на кількох (2-3) доступ­
них моделях пухлинного росту у тварин. 

Первинний відбір речовин для подальшого поглибленого вивчення протипухлинної актив­
ності має бути проведений на обов'язковому спектрі пухлин. 

Моделі, використані для первинного відбору, повинні мати чутливість до різних за хімічною 
структурою та механізмом дії препаратів. 
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Перевагу слід віддати пухлинам мишей, оскільки більшість пухлин щурів мають вибіркову 

чутливість до препаратів алкілуючої дії. Крім того, для дослідження на мишах потрібна мен­
ша кількість речовини та менша кількість тварин. 

Бажано, щоб первинний відбір протипухлинних препаратів проводився з використанням як 
пухлинних, так і лейкозних штамів. Крім чутливих до існуючих препаратів штамів пухлин, ба­
жано включати також малочутливі. 

Обов'язковим для первинного відбору є проведення досліджень на моделях лейкозу Р388 
або L1210, саркомі Льюїса або меланомі В16 та карциномі 755 або карциносаркомі Уокера [3]. 

Критеріями оцінки протипухлинного ефекту є повне вилікування, процент гальмування 
росту пухлин (ГРП) та збільшення тривалості життя (ЗТЖ). 

Критерієм протипухлинної активності для асцитних форм пухлин є збільшення тривалості 
життя лікованих тварин у % до контролю. 

Як позитивний, враховується показник ЗТЖ >25%. 
Критерієм протипухлинної активності для солідних штамів пухлин є оцінка гальмування 

росту пухлини за масою чи об'ємом у % до контролю або ЗТЖ. 
Як позитивний, враховується показник гальмування росту пухлини >50%. 
При отриманні позитивних результатів хоча б на одній з рекомендованих моделей речовина 

заслуговує на подальше поглиблене вивчення протипухлинної активності. 
Для поглибленого вивчення протипухлинної активності рекомендуються наступні шта­

ми перещепних пухлин мишей та щурів: L1210, Р388, Са755, карцинома Ерліха, сарко­
ма 180, гемоцитобластоз La, АКАТОЛ, лімфосаркома Пліса, карциносаркома Уокера, сар­
кома 45 |3, 4]. 

Для оцінки специфічної протипухлинної активності ресинтезованих відомих препаратів або 
створення лікарських форм препаратів з імпортної субстанції дослідження проводяться не 
менше ніж на 3 штамах, найбільш чутливих до даного препарату. 

2. Оцінка протипухлинної дії 

1. Ефективність дії препаратів нових класів повинна відповідати одному з таких критеріїв (З]: 
1.1. Гальмування росту хоча б 1 солідної пухлини на 90% (не менше, ніж повна зупинка рос­

ту), що зберігається протягом 1 тижня після відміни препарату; 
1.2. Гальмування росту не менше ніж 3 солідних пухлин >70% із збереженням значущого 

ефекту протягом не менше 1 тижня після відміни препарату; 
1.3. Збільшення тривалості життя лікованих тварин з лейкозом >25~50%; 
1.4. Збільшення тривалості життя тварин із солідними пухлинами не менше ніж на 50%; 
1.5. Вилікування >30% тварин із солідними пухлинами або лейкозами. 

2. Препарати, що відносяться до відомих класів протипухлинних агентів, повинні порівню­
ватись з кращими світовими взірцями того ж класу. У випадку неможливості паралельного 
включення таких речовин у досліди проводиться порівняльне дослідження з близькими за 
структурою препаратами, що використовуються в клініці. 

У такому випадку відомості про кращі світові взірці даного класу наводяться у літературній 
довідці. 

Пропоновані до клінічного вивчення нові аналоги повинні або істотно відрізнятись від відо­
мих за спектром протипухлинної дії, механізмом дії, фармакокінетикою, або ж мати істотну пе­
ревагу перед кращими світовими взірцями цього класу чи кращими препаратами цього класу. 

2.1. Відмінності в спектрі протипухлинної дії повинні полягати в істотній (у відповідності з 
вказаними вимогами) протипухлинній активності при пухлинах, нечутливих до вихідного 
препарату, або у повній відсутності протипухлинної активності на пухлинах, високочутливих 
до вихідної речовини, при наявності активності у відношенні до інших моделей, або в істотно-
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му збільшенні широти спектру протипухлинної дії на моделях, чутливих до препаратів з різ­
ним механізмом дії (пропонований набір пухлинних штамів відповідає цій вимозі). 

2.2. Відмінності у механізмі дії чи фармакокінетиці повинні поєднуватись або із збільшен­
ням вибірковості протипухлинної дії (збільшення терапевтичної широти) при тому ж спектрі 
дії (у 2 рази більше для найбільш чутливих пухлин) або із зміною спектру протипухлинної дії 
(у відповідності з протипухлинною активністю). 

2.3. Перевага нового препарату можуть бути представлені хоча б одним із таких показників: 
2.3.1. Збільшення протипухлинної активності препарату не менше ніж у 2 рази із збільшен­

ням тривалості життя або вилікування чи виявлення здатності збільшувати тривалість життя 
>50% або виліковувати >30% тварин при відсутності цих властивостей у висхідного препара­
ту (без підвищення) токсичності. 

2.3.2. Для аналогів препаратів, що мають важкі побічні ефекти, відсутність цих токсичних 
ефектів (наприклад, відсутність нефротоксичності для комплексних сполук платини, відсут­
ність кардіотоксичності для аналогів антрациклінових антибіотиків і т.н.). 

2.3.3. Суттєва активність при пухлинах з лікарською резистентністю до вихідного препара­
ту, або підвищена чутливість до нового препарату пухлин, стійких до якого-небудь відомого, 
широко вживаного протипухлинного препарату (колатеральна чутливість). 

2.3.4. Виражений протиметастатичний ефект препарату при відсутності такого у вихідного 
аналогу або збільшення аптиметастатичного ефекту не менш як у 2 рази [3]. 

2.3.5. Можливість використання більш зручних, безпечних та менш неприємних для хворо­
го шляхів введення препарату порівняно з відомими ефективними аналогами при такій же 
ефективності лікування. 

3. Модифікатори біологічної дії 
3.1. Модифікатори біологічної дії, що виявляють протипухлинний ефект (гальмування рос­

ту 1 солідної пухлини на >90%, або гальмування росту не менш ніж 3 солідних пухлин на 
>70%, або збільшення тривалості життя з солідними пухлинами на >25%, з лейкозами на 
>75%, або вилікування >30% тварин з пухлинами або лейкозами), пропонуються для вивчен­
ня в онкологічній клініці як протипухлинні препарати. Ці речовини можуть також пропону­
ватись для випробувань в клініках іншого профілю як імуномодулятори, протизапальні 
агенти, речовини, що сприяють регенерації і т.д. Надалі подібні препарати можуть використо­
вуватись в онкологічні клініці, «за новим призначенням» (як модифікатори протипухлинно­
го або токсичного ефекту). 

3.2. Модифікатори біологічної дії, що не виявляють протипухлинного ефекту, випробову­
ються в клініках відповідно до їх фармакологічної дії, а потім можуть бути запропоновані для 
випробувань в онкологічній клініці як модифікуючі фактори. 

3.3. Пропозиція про випробування модифікаторів біологічної дії, що не виявляють проти­
пухлинного ефекту, в клініці повинна грунтуватись на підтвердженні наявності біологічної 
дії, здатної підвищити протипухлинний ефект лікувальних заходів (вибірковість протипух­
линної дії) та даних, що підтверджують перевагу комбінованого використання модифікатора 
з протипухлинним фактором. 

Протипухлинна ефективність при цьому повинна збільшуватись не менше ніж у 2 рази при 
збільшенні тривалості життя або проценту вилікування, або ж у комбінації повинна з'явитись 
здатність збільшувати тривалість життя >50%, або виліковувати >30% тварин при відсутнос­
ті цих властивостей у протипухлинного фактора (без зростання токсичності). 

4. Для відтворюваних зарубіжних препаратів повинні бути представлені матеріали, що під­
тверджують ідентичність відтвореного лікарського засобу та вихідного агента за протипух­
линною дією (на 2-3 штамах пухлин) та іншими характерними біологічними ефектами (із 
застосуванням відповідних методів). 
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5. Запропоновані для клінічного вивчення препарати повинні мати достатню вибірковість 
протипухлинної дії: виявляти протипухлинний ефект в дозах, не менше ніж у 1,5 раза нижчих 
порівняно з максимально переносимими; мати терапевтичну широту, що забезпечує можли­
вість одержання лікувального ефекту у дозах, які не викликають токсичного ефекту; або ток­
сична дія яких незначна. Для визначення терапевтичної широти пропонується використову­
вати відношення величини оптимальної дози до дози, що забезпечує збільшення тривалості 
життя тварин на 25%, або гальмує ріст пухлини на 50%. Величини цих доз визначаються гра­
фічно. Індекс, що визначає терапевтичну широту, повинен бути не меншим 2. 

6. Звіт про вивчення специфічної (протипухлинної) активності повинен відображати ре­
зультати дослідження таких питань. 

6.1. Залежність протипухлинного ефекту та загибелі тварин від дози. 
6.2. Докази оптимальності запропонованого способу введення препарату. 
6.3. Залежність протипухлинного ефекту та загибелі тварин від режиму застосування препа­

рату. 
6.4. Спектр протипухлинної дії препарату з обов'язковим використанням моделей, вказаних 

уп.1. 
6.5. Результати досліджень дії препарату на пухлини у ранні та пізні строки після перещеп­

лення. 
6.6. Встановлення вибірковості протипухлинної дії. 
6.7. Експериментальні докази (хоча б на одній моделі пухлин) ефективності обраної лікар­

ської форми препарату. 
6.8. Якщо однією з головних передумов для пропозиції про клінічне вивчення препарату є 

особливості механізму дії, звіт про вивчення протипухлинної активності повинен включати ці 
дані. 

7. Бажано включати у звіт про вивчення специфічної (протипухлинної) активності наступне. 
7.1. Дані про механізм дії препарату. 
7.2. Дані про вилив препарату на метастазування та ріст метастазів. 
7.3. Відомості про динаміку протипухлинного ефекту протягом введення та після відміни 

препарату аж до загибелі тварин, або терміну, що забезпечує висновок про вилікування тва­
рин від пухлин (60 днів для пухлин, які призводять до загибелі протягом 7-10 днів; не менш 
як 90 днів - для пухлин, що ведуть до загибелі протягом 25-30 днів). 

7.4. Дані про дію препарату на клітинний цикл, наявність або відсутність цикло- або фазо-
специфічної дії препарату. 

7.5. Дані про фармакокінетику препарату. 

8. Для прогнозування ефекту препарату в клініці бажано включити у звіт наступне. 
8.1. Для препаратів з очікуваною спрямованою дією на певні види пухлин (наприклад, гор­

монально активних) - дані, що підтверджують наявність такої спрямованості з використан­
ням відповідних методів та моделей. 

8.2. Результати вивчення дії препарату на пухлини людини in vivo (гетеротрансплантати) 
або in vitro. 

8.3. Результати математичного прогнозування спектру протипухлинної дії препарату в клі­
ніці на основі експериментальних даних. 

9. У зв'язку із зростаючою ефективністю терапії пухлинних захворювань та перспективами 
збільшення тривалості життя людей, вилікуваних від пухлин, все більшого значення набува­
ють дослідження мутагенності та тератогенності протипухлинних препаратів. Наявність та­
ких даних у звіті є бажаною, і з часом буде набувати все більшого значення. 
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10. Матеріали, що стосуються способів підвищення вибірковості протипухлинної дії нового 

препарату, можливості його комбінування з іншими протипухлинними препаратами, іншими 
лікарськими впливами чи біологічними модифікаторами, не можуть правити за основу для 
рекомендації про проведення клінічних випробувань речовин, якщо вона як така не відпові­
дає вимогам, які ставляться до протипухлинних препаратів. 

3. Методика досліджень 

1. Препарат вводиться залежно від його властивостей і завдань досліду в черевну порожни­
ну, внутрішньовенно, під шкіру, внутрішньом'язово або всередину. 

2. Маса тіла тварин - оптимальна для митей 18-25 г, для щурів 120-160 г. 
3. Вік тварин - миші 1,5-2,5 місяці, щури - 1,5-2,0 місяці. 
4. Стать: тварини однієї статі для всіх груп з одним контролем. 
5. Кількість тварин в контрольній групі залежить від кількості дослідних груп і обраховуєть­

ся за формулою: 
•д/кількість дослідних груп'' кількість тварин у кожній дослідний групі. 
6. Дози - у першому досліді, якщо не відомі токсичні дози речовини, її застосовують не 

менше ніж у трьох дозах, що відрізняються між собою у кілька разів. В наступних дослідах до­
зи коригують в залежності від результатів першого досліду до визначення оптимальної дози. 

7. Процент збільшення тривалості життя обчислюється за формулою: 

середня тривалість життя в дослідній групі - середня тривалість життя в контролі 
———————— ; — — — • 100/О 

середня тривалість життя в контролі 
8. Процент гальмування росту пухлини (за масою, об'ємом пухлини, за об'ємом асциту або 

за кількістю пухлинних клітин) обчислюється за формулою: 
середній показник росту пухлини в контролі - середній показник росту  

пухлини в дослідній групі   
~ Г̂  — ————————— - ; - _ _ _ _ _ . , 100/О 
середній показник росту пухлини в контролі 

9. Досліди мають проводитись на тваринах обох статей, але в одному досліді мають бути тва­
рини однієї статі. 

Введення досліджуваної речовини починається в різні строки після перещеплення пухлини 
залежно від її особливостей та властивостей досліджуваної речовини. 

Оцінка терапевтичного ефекту проводиться, як правило, на 2-й день після закінчення вве­
дення досліджуваної речовини. Можна проводити динамічне дослідження росту пухлини під 
час лікування та після його закінчення протягом не менше 7 днів. При цьому використовуєть­
ся оцінка гальмування росту пухлин за об'ємом, який вимірюється 3-ма діаметрами та вира­
ховується за формулою ГРП. 

Для виявлення відстроченого терапевтичного та токсичного ефектів тварин залишають під 
наглядом не менше ніж на 7 днів. 

4. Характеристика штамів, які рекомендуються для доклінічних 
досліджень протипухлинних засобів [3, 4] 

Лімфоїдний лейкоз L1210 
Походження. В 1948 р. індукований у селезінці та лімфатичних вузлах мишей-самців 

DBA/2 шляхом змащування шкіри метилхолантреном. 
Загальні відомості. Асцитна рідина вводиться мишам DBA/2, BDF, або CDFj. 
Лікування починається через 24-48 годин після прищеплення. 
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Ефективність оцінюється за ЗТЖ. Кожна тварина при підтримці штаму отримує 0,25 мл ас­
циту, розведеного розчином Хенкса у відношенні 1:60, в черевну порожнину. Термін прищеп­
лення - 6-7 день. 

Для випробувань кожна тварина отримує 105-106 лейкозних клітин в об'ємі 0,2-0,3 мл, роз­
веденого стерильним цитратом та середовищем 199 або фізіологічним розчином. 

Кількість тварин - у дослідній групі - 6; - у контрольній групі - 6-Ю тварин. 
Середній термін життя контрольних тварин становить 7-9 або 8-11 днів залежно від кіль­

кості прищеплених клітин. 
Мінімальний критерій активності > 25%. 
Кінцевий день оцінки - 60-90-й. 

Епідермоїдна карцинома легенів Льюїса (IX) 
Походження. Карцинома легенів виникла спонтанно у мишей С57В1 в 1951 р. 
Загальні відомості. Перещеплення під шкіру суспензією пухлинної тканини мишам лінії 

С57В1 або гібридам BDFt. 
Лікування починається через 24-48 годин після трансплантації. Параметрами ефекту є ГРП 

чи ЗТЖ. 
Прищеплення. Кожна тварина внутрішньом'язово отримує 0,2-0,3 мл пухлинної суспензії в 

розчині Хенкса у співвідношенні 1:2, або 1-Ю6 клітин. 
Час прищеплення: 11-12 день. 
Прищеплення для досліду. Кожна тварина отримує під шкіру у пахвинну ділянку тіла 0,5 мл 

пухлинної суспензії при розведенні 1 г пухлини в 10 мл стерильного середовища 199. Термін 
прищеплення - 12+14 день. 

Кількість тварин в контрольній групі - 12-14. 
Кількість тварин в дослідній групі - 6. 
Оцінка ефекту. Середня маса пухлини на 13-й день після трансплантації - 4,3 г (3,5-7,4). 

Середня величина терміну життя - 24 дні. Мінімальний критерій активності - гальмування 
росту пухлини > 50% або збільшення терміну життя на > 25%. День кінцевої оцінки - 60-90. 

Лімфоцитарний лейкоз Р388 
Походження. У 1955 році індукований у мишей лінії DBA/2 шляхом змазування шкіри ме-

тилхолантреном. 
Загальні відомості. Прищеплюється введенням асцитної рідини в черевну порожнину ми­

шам DBA/2 або гібридам BDF,, або CDFj. Лікування починають через 24 години після при­
щеплення. Параметром ефекту є ЗТЖ. 

Прищеплення штаму. Тварини - миші DBA/2, гібриди BDF^ або CDF,. 
Прищеплення - введення в черевну порожнину. 
Місце прищеплення - введення в черевну порожнину 0,25 мл/мишу асцитної рідини при 

розведенні розчином Хенкса 1:40. 
Час прищеплення на штам 6-8 день. 
Прищеплення для випробувань - миші DBA/2 або гібриди BDFj, або CDF,. Кожна тварина 

отримує 0,3 мл розведеного цитратом та середовищем 199 асциту, в якому міститься 105-
106 клітин. 

Кількість тварин в дослідній групі не менше 6. 
Кількість тварин в контрольній групі - 6-Ю. 
Оцінка ефекту. Середня тривалість життя контрольних тварин - 8-11 днів. 
Параметр ефекту. Збільшення тривалості життя в процентах до контролю або виживання 

тварин на ЗО день оцінки ефекту. 
Мінімальний критерій активності > 25%. 
День кінцевої оцінки - 30-90 день. 
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Гемоцитобластоз La 
Походження. Лейкоз La індукований у миші С57В1 шляхом одноразового рентгенівського 

опромінення у 1955 році. 
Загальні відомості. Прищеплюється суспензією клітин селезінки з визначеною кількістю 

лейкозних клітин. Лікування починасться через 24 години після прищеплення. Параметром 
ефекту є ЗТЖ дослідних тварин щодо контрольних тварин. 

Час прищеплення - 6-7 день. 
Випробування препаратів. 
Тварини - миші С57В1. 
Кількість тварин в дослідній групі - 6-Ю. 
Спосіб введення препаратів - в черевну порожнину. 
Оцінка ефекту. Середня тривалість життя контрольних тварин - 6-9 днів залежно від кіль­

кості прищеплюваного матеріалу. 
Параметри ефекту. Збільшення тривалості життя в процентах до контролю або кількість 

тварин, що вижили на ЗО день після прищеплення. Мінімальний критерій активності - збіль­
шення тривалості життя на > 25%. Термін кінцевої оцінки - 30-90 день. 

Меланома В 16 
Походження. Пухлина виникла спонтанно в 1954 р. у шкірі миші С57В1 біля ока. 
Загальні відомості. Меланома В 16 прищеплюється під шкіру суспензією пухлинної ткани­

ни мишам С57В1. Лікування починають через 48 годин після прищеплення. Параметром 
ефекту є маса, об'єм пухлини, а також тривалість життя. 

Специфічні відомості. Кількість прищеплюваного пухлинного матеріалу - 50 мг в 0,5 мл фі­
зіологічного розчину (2-Ю5 клітин). 

Час прищеплення - 16-20 день. 
Випробування препаратів. Тварини - миші С57В1 або гібриди ВОР1. Кількість тварин в 

дослідній групі 6-Ю. 
Кількість тварин в контрольній групі 12-14. 
Оцінка ефекту. Середня маса пухлини на 14 день після прищеплення - 3,8 г (2,6-6,0), серед­

ня тривалість життя - 30-40 днів. 
Параметри ефекту. Процент гальмування росту пухлини за масою, об'ємом пухлини або 

процентом збільшення тривалості життя. 
Мінімальний критерій активності - гальмування росту пухлини > 50%, збільшення трива­

лості життя > 25-50%. 
Термін кінцевої оцінки - 90 день. 

Аденокарцинома молочної залози Са 755 
Походження. Са 755 одержана у 1936 р. від спонтанної пухлини молочної залози у самиці 

миші С57В1. 
Загальні відомості. Са 755 прищеплюється під шкіру суспензією пухлинної тканини 

мишам лінії С57В1 чи гібридам BDFj. Лікування починають через 24-48 годин після при­
щеплення. Параметрами ефекту є маса пухлини, об'єм пухлини, а також величина терміну 
життя. 

Специфічні відомості. Прищеплення штаму - миші лінії С57В1, самиці. Час прищеплення -
12-14 день. 

Випробування препаратів. Стать тварин - тільки самиці. 
Кількість тварин у дослідній групі - 6-Ю. 
Кількість тварин у контрольній групі - 12-16. 
Оцінка ефекту. Середня маса пухлини на 13 день прищеплення - 2,5 г (2,2-5,5), середня 

тривалість життя - 25,4 дні. Темп росту пухлини залежить від сезону. У весняно-літній сезон 
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тривалість життя - 22,7 днів при масі пухлини 12,6 г, в осінньо-зимовий період тривалість 
життя - 27,4 дні при середній масі пухлини 9,4 г. 

Параметр ефекту. Процент гальмування росту пухлини за масою, об'ємом або збільшенням 
тривалості життя. 

Мінімальний критерій активності - гальмування росту пухлини >50~70%, або збільшення 
тривалості життя > 25%. Термін кінцевої оцінки - 60-90 день. 

Саркома 180 
Походження. Пухлина виникла спонтанно у білої миші-самця в 1914 р. у Крокеровському 

інституті (США). Спочатку була визначена як карцинома. У процесі прищеплення трансфор­
мувалася у малодиференційовану саркому. 

Загальні відомості. Саркома 180 прищеплюється під шкіру 20% суспензією пухлинної тка­
нини безнородним мишам. Лікування починають через 48 годин, або через 5-6 днів після при­
щеплення. Параметром ефекту є ГРП та ЗТЖ. 

Специфічні відомості. Час прищеплення - 14-18 день. 
Кількість прищеплюваного матеріалу - 50 мг пухлинного матеріалу в 0,2-0,3 мл фізіологіч­

ного розчину. 
Кількість тварин у дослідній групі - 8-12. 
Кількість тварин у контрольній групі - 15-20. 
Оцінка ефекту. Середня маса пухлини на 13 день після трансплантації - 3 г (1,5-4,0). Серед­

ня тривалість життя - 35 днів (29,3-41,8). 
Параметр ефекту. Процент гальмування росту пухлини за масою об'ємом або процентом 

збільшення тривалості життя. 
Мінімальний критерій активності - гальмування росту пухлини > 50% або збільшення 

тривалості життя > 25%. Термін кінцевої оцінки - 90 день. 

Карциносаркома Уокера 256 
Походження. Пухлина виникла в 1928 році як спонтанна аденокарцинома молочної залози 

вагітної безнородної самиці щура. 
Загальні відомості. Пухлина прищеплюється під шкіру безпородним щурам. Лікування по­

чинають через 24 години або 3-6 днів після прищеплення. 
Параметрами ефекту с гальмування росту пухлини за масою або об'ємом, а також збільшен­

ня тривалості життя. 
Час прищеплення - 7-14 день. 
Кількість прищеплюваного пухлинного матеріалу - 50 мг в 0,3-0,4 мл фізіологічного розчину. 
Випробування препаратів. 
Тварини - безиородні щурі. 
Кількість тварин у дослідній групі - 8-12. 
Кількість тварин у контрольній групі - 15. 
Оцінка ефекту. 
Середня маса пухлин у контрольних тварин на 14 день після прищеплення - 33 г. Середня 

тривалість життя - 15-25 днів. 
Параметри ефекту: ГРП та ЗТЖ. 
Мінімальний критерій активності - процент гальмування росту пухлини > 50. 

Лімфосаркома Пліса 
Походження. Пухлина одержана в 1958 р. у НДІ онкології Г.Б. Плісом після підшкірного 

прищеплення пухлини, пдо виникла у щурів після введення 3,3-дихлорбензолу. Пухлина при­
щеплюється на білих безпородних щурах з 1958 р. Ця система використовується як модель, 
для якої параметром ефекту є маса пухлини. 
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Специфічні відомості. Пухлина прищеплюється під шкіру 0,4 мл 30% суспензії пухлинної 
тканини у фізіологічному розчині. Матеріал для прищеплення береться на 14-16 день після 
трансплантації. 

Випробування препарату. 
Місце трансплантації: під шкіру боку по 0,4 мл 30% суспензії пухлинної тканини у фізіоло­

гічному розчині, взятої на 14-16 день після трансплантації. 
Тварини: білі безпородні щури, самці, або самиці з масою тіла 100-120 г, віком 8-Ю тижнів. 

Кількість тварин у дослідній групі - 10, в контрольній - 12-15. 
Режим випробувань. Внутрішньоочеревинні ін'єкції речовини, починаючи з 4-5 дня після 

трансплантації, всього 10-12 ін'єкцій. 
Оцінка результатів. 
На наступний день після закінчення лікування за масою пухлини. 
Оцінка ефекту: ГРП та ЗТЖ. 
Критерій активності - відсоток гальмування росту пухлин > 40-50. 

Саркома 45 
Походження. Веретеноклітинна саркома виникала в 1949 р. після введення диметилбензан-

трацену в підшкірну клітковину безпородних щурів. 
Загальні відомості. Пухлина прищеплюється під шкіру 20% суспензією пухлинних клітин 

безпородним щурам. Лікування починають на 4-5 добу після трансплантації. Параметром 
ефекту є гальмування росту пухлини. 

Час прищеплення - 14-20 день. 
Кількість прищеплюваного пухлинного матеріалу: 100 мг пухлинного матеріалу в 0,3-0,4 мл 

фізіологічного розчину. 
Кількість тварин в дослідній групі - 8-Ю. 
Кількість тварин в контрольній групі - 15. 
Оцінка ефекту. Середня маса пухлини на 16 день 19,3 г, середня тривалість життя - 18-25 

днів. 
Параметр ефекту - гальмування росту пухлини за масою. 
Мінімальний критерій активності - відсоток гальмування росту пухлини >50-70. 

Карцинома Герена 
Походження. Карцинома одержана в 1934 р. прищепленням спонтанної аденокарциноми 

матки миші щуру популяції Вістар. 
Загальні відомості. 
Пухлина прищеплюється суспензією під шкіру безпородним щурам. Лікування починають 

на 3-7 день після трансплантації пухлини. Параметром ефекту є гальмування росту пухлини. 
Час прищеплення ~ 13-17 день. 
Випробування препаратів. 
Тварини - безпородні щури. 
Стать тварин - лише самиці. 
Кількість тварин в дослідній групі - 10 
Кількість тварин в контрольній групі - 15 
Середня маса пухлини - 20-25 г. 
Мінімальний критерій активності: ГРП - 70%. 
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Розділ НІ 

ВИВЧЕННЯ АНТИВІРУСНОЇ ДІЇ 
ПОТЕНЦІЙНИХ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 

Щербінська A.M., 
Дяченко Н.С., 
Рибалко С.Л., 
Носач Л.М., 
Дядюн СТ., 

Вринчану Н.О. 

Перелік скорочень 

АІ - антивірусний індекс 
АП - антивірусні препарати 
БУО - бляшкоутворююча одиниця (кількість вірусу, що викликає утворення 1 бляшки в 

культурі клітин) 
ВВС - вірус везикулярного стоматиту 
ВГЗ - вірус герпесу звичайного 
ВІЛ - вірус імунодефіциту людини 
ГРЗ - гострі респіраторні захворювання 
ЕД50 - ефективна доза АП, що на 50% знижує число бляшок, розвиток ЦПЕ чи забезпечує 

виживання половини тварин 
ЕІД30 - ембріональна інфекційна доза, що у 50% КЕ викликає розвиток інфекції 
IE - індекс ефективності, що визначається на КЕ та тваринах 
ІД50 - інгібуюча доза АП, що зменшує кількість життєздатних клітин на 50% 
ІІДмін - індукуюча інтерферон доза мінімальна 
1С - індекс селективності 
ІФА - імуноферментний аналіз 
KB - контроль вірусу 
КЕ - курячі ембріони 
КЗ - коефіцієнт захисту або кратність захисту 
ЛД50 - летальна доза вірусу чи токсична доза АП, що спричиняє ефект у 50% тварин 
МАК - мінімально активна концентрація АП 
МІК - мінімальна інгібуюча концентрація АП, що знижує на 50% число клітин з включен­

нями чи антигеном 
МПК - максимально переносима концентрація АП, що не проявляє цитотоксичної дії в 

культурі клітин 
МО - міжнародні одиниці 
MTD - максимально толерантна доза (те ж саме, що МПК) 
МТТ - 3~(4~5-диметилтріазол-2-іл)-2, 5-дифенілтетразоліум бромід 
МФА - метод флюоресціюючих антитіл 
ПАЇ - показник активності інтерферону 
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СЕМ - культура лімфобластоїдних клітин 
CD50 - цитотоксична доза, що зменшує ріст клітин на 50% або пригнічує синтез ДНК на 50% 
СТЖ - середня тривалість життя тварин 
СЗ - стандартний зразок 
ТІ - терапевтичний індекс 
ТХО - трихлороцтова кислота 
ТЦД50 - тканинна цитопатогенна доза вірусу, що спричиняє ураження 50% моношару клітин 
ХТІ - хіміотерапевтичний індекс 
ЦМВ - цитомсгаловірус 
ЦПД ~ цитонатогеина дія 
ЦПЕ - цитопатогешшй ефект у культурі тканин 
ШМТЕЛ - культура шкірно-м'язової тканини ембріона людини 

Вступ 

Віруси займають одне з чільних місць в патології людини, спричинюючи до 80% інфекцій­
них хвороб, які можуть розвиватись як гострі захворювання з епідемічним поширенням, а та­
кож у формі хронічних і так званих повільних інфекцій. Унікальність вірусів обумовлена їх­
ньою убіквітарністю, патогенністю, своєрідністю складу та організації, зокрема відсутністю 
власної клітинної будови і тісним зв'язком з метаболізмом інфікованої клітини в процесі реп­
родукції вірусу. 

Роль вірусів у патології людини невпинно зростає, бо продовжується відкриття нових ві­
русів, накопичуються докази участі вірусів у хворобах, які раніше етіологічно та патогене­
тично не пов'язувалися з ними - інфаркт міокарда, виразка шлунка, розсіяний склероз та 
деякі інші [8]. 

Різноплановий спектр дії вірусів на організм людини, широке розповсюдження вірусних ін­
фекцій, важкий перебіг та тяжкі ускладнення обумовлюють актуальність розробки засобів бо­
ротьби. Ефективним засобом є застосування вакцин, проте тільки за певних умов. Це, пере­
дусім, розвиток набутого напруженого імунітету, часто довічного, перебіг захворювання пере­
важно в гострій формі, маловиражена мінливість збудника та малочисельність родини-пред-
ставника. Перелік таких інфекцій невеликий, це так звані контрольовані інфекції, переважно 
дитячі (поліомієліт, кір, паротит га деякі інші). 

Для більшості вірусних інфекцій з тих чи інших причин вірусні вакцини неефективні або 
не розроблені, чимале значення в цьому мас здатність того чи іншого вірусу спричиняти не 
тільки гостре захворювання, а й його спроможність персистувати в організмі людини трива­
лий час. Єдиним засобом боротьби з такими вірусними інфекціями мас стати хіміотерапія, 
тобто лікувальне і, по можливості, профілактичне застосування речовин хімічного чи при­
родного походження, здатних вибірково пригнічувати репродукцію вірусів у клітині і макро­
організмі. 

Експериментальна хіміотерапія як галузь вірусології почала інтенсивно розвиватися в ос­
танні 20-30 років. Цей напрям досить інтенсивно розвивався і у колишньому Радянському 
Союзі, коли, зокрема, сформувалися наукові центри в Мінському інституті епідеміології та 
мікробіології, Інституті мікробіології АН Латвійської РСР у Ризі, Інституті вірусології 
ім.Д.Й.Івановського АМН Росії. Цими колективами регулярно видавалися спеціалізовані на­
укові збірники, проводились щорічні наукові конференції. В Україні відповідні наукові осе­
редки сформовані в Київському інституті епідеміології і інфекційних хвороб МОЗ України, 
Інституті мікробіології і вірусології НАН України, Одеському інституті вірусології та епіде­
міології МОЗ України. 
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Розділ III 

На сьогодні відомо і впроваджено в лікарську практику кілька антивірусних препаратів 
(АП), які належать до певних груп хімічних речовин. Найчастіше це аномальні нуклеозиди, 
які завдяки хімічній подібності до вірусних нуклеїнових кислот вибірково порушують їх син­
тез в інфікованій клітині. Це азидотимідин, що інгібує зворотну транскрипцію при репродук­
ції ВІЛ, віразол [6J, прикладом антивірусного препарату з чітким вибірковим механізмом дії 
є ацикловір (зовіракс), подібний до нього за структурою ганцикловір та фамцикловір, які пе­
реважно інгібують синтез ДНК-полімерази вірусів герпесу звичайного, цитомегаловірусу та 
вірусу варіцели-герпес зостер [16, 17, 27]. Застосовуються ненуклеозидні інгібітори зворот­
ньої транскриптази ВІЛ. Іншу групу становлять інгібітори протеолізу, які інтенсивно розроб­
ляються відносно ВІЛ (криксиван) та інших вірусів. Широковідомий мерборан - ефективний 
інгібітор вірусу віспи, який став допоміжним засобом, окрім вакцини, в реалізації програми 
глобальної ліквідації віспи [6]. 

Впроваджені також кілька препаратів з віруліцидним механізмом дії, тобто здатністю впли­
вати на позаклітинний вірус. Це оксолін, флореналь, які ефективні проти деяких ДНК-вміс-
них вірусів. Більш повно перелік АП, що застосовуються у лікувальній практиці, наведено в 
табл. 1. Для більшості препаратів у ній вказана стадія репродукції певного вірусу, чутлива до 
дії АП, тобто його мішень. 

Особливу групу інгібіторів вірусів, що виробляються клітиною у відповідь на її інфікуван­
ня і діють як механізм захисту, становлять інтерферони. До дії інтерферону чутлива більшість 
вірусів, патогенних для людини, і вони досить часто застосовуються. Особливу увагу приділя­
ють інтерфероногенам, тобто речовинам, які здатні індукувати в організмі синтез ендогенно­
го інтерферону. Вони можуть бути синтетичні або мати природне походження [б, 10]. Перелік 
відомих препаратів, інтерферонів та інтерфероногенів, що застосовуються в клініці вірусних 
інфекцій, наведений в табл. 2. 

Фармацевтичний ринок України щодо антивірусних препаратів ненасичений і представле­
ний в основному ацикловіром під різними торговими назвами, ремантадином, бонафтоном, 
азидотимідином та кількома лікарськими формами натурального чи рекомбінантного інтер­
ферону, його індукторами (табл. 1, 2). 

Виходячи з наведеного вище, пошук (скринінг) антивірусних препаратів і їх впровадження 
в лікарську практику с актуальним завданням світової та вітчизняної вірусології. 

Зрозуміло, що створення єдиного універсального противірусного препарату неможливе, бо 
віруси, що представляють різні родини, суттєво різняться за такими фундаментальними влас­
тивостями, як організація генома, механізми його експресії в клітині. Саме ці процеси часто є 
мішенями для дії АП. Подальший пошук і дослідження АП тісно пов'язані з розвитком моле­
кулярної вірусології, хімії, зокрема хімії нуклеїнових кислот, фармакології. 

Необхідно вказати на обставину, яка знижує ефективність застосування антивірусних пре­
паратів і повинна братись до уваги. Це, перш за все, утворення варіантів того чи іншого віру­
су, резистентних до дії АП, що відбувається в організмі хворого і експериментальних умовах 
завдяки вираженій його мінливості, і спонукає до пошуку все нових АП. Альтернативний 
шлях - комбіноване застосування АП з різним механізмом дії, що дає змогу, крім того, змен­
шити дозу кожного з препаратів. Цей прийом зараз інтенсивно розвивається, зокрема стосов­
но хіміотерапії ВІЛ-інфекції. 

Подальший пошук АП ускладнюється відсутністю уніфікованих схем і методів скринінгу, 
що значно гальмує вирішення проблеми створення ефективних антивірусних хіміотерапев­
тичних препаратів і обґрунтовує необхідність розробки даних методичних рекомендацій. Во­
ни містять виклад принципів і сучасних методів відбору та аналізу АП, часто із залученням 
власного досвіду авторів. 

Оскільки в сучасній літературі з експериментальної хіміотерапії має місце певна розбіж­
ність щодо застосованих показників і критеріїв оцінки активності нових АП на стадії їх відбо­
ру, це питання детально розглядатиметься і будуть надані певні рекомендації. 
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Таблиця 1 

Класифікація антивірусних препаратів 
Хімічна група речовин і назва Чутливий вірус Точка прикладання антивірусної дії 

препарату 
І. Антивірусні речовини, що інгібують репродукцію вірусу 

/. Аномальні нуклеозиди: 
Азидотимідин (зидовудин, ВІЛ Інгібують зворотну транскриптазу 
ретровір, тимозин) 
Диданозин - « - - « -
Залцитабін - « - - « -
Ламівудин - « - _«_ 
Ацикловір (зовіракс, віролекс, ВГЗ-1, ВГЗ-2, варіцела- Фосфорилюється вірусною тимідинкі-
герпевір) зостер, ВЕБ назою і інгібує вірусну ДНК-полімеразу 
Ганцикловір (цимовене) ЦМВ, ВЕБ, ВГ типу 6 - « -
Відарабін ВГЗ-1, ВГЗ-2, варіцела-зос-

тер, ВЕБ, ЦМВ, вірус 
вакцини 

Інгібує вірусспецифічну ДНК-полімеразу 

Ідоксуридин (ІДУ, керецид, ВГЗ-1, вірус вакцини Включається у вірусну ДНК та інгібує 
ідуридин, герплекс, дендрид, утворення зрілих вірюнів, викликає 
офтан-IDU) формування дефектних вірусних часток 
Трифлюридин ВГЗ-1, ВГЗ-2, ЦМВ, деякі 

типи аденовірусів 
Інгібує вірусну ДНК-полімеразу 

Рибавірин (віразол, рибамідил) Віруси грипу А і В, пара- Включається в кеп-структуру мРНК й 
грипу, адено- і бун'явіруси, інгібує синтез вірусних білків; інгібує 
PC-вірус, віруси гепатиту синтез вірусспецифічних РНК-полімераз 

та інозинмонофосфодегідрогенази 
2. Похідні адамантану * 

амантадин Вірус грипу А На ранні стадії репродукції вірусу, мішень 
дії не визначена 

ремантадин Вірус грипу А - « -
адапромін Вірус грипу А і В - « -
дейтифорин Вірус грипу А, парагрипу 

типу 3, РС-вірус 
~«-

тромантадин ВГЗ-1, ВГЗ-2 - « -
3. Похідні тіосемікарбазонів: 

марборан (метисазон) Вірус віспи Інгібує синтез структурних вірусних 
білків 

4. Синтетичні амінокисло ти: 
еамінокапронова кислота Вірус грипу А і В, парагри­

пу, РС-вірус, аденовірус 
Інгібітор протеолізу 

амбен Вірус грипу А і В, деякі ві­
руси, що спричиняють ГРЗ 

~«~ 

5. Аналоги пірофосфат) v: 
фоскарнет (фосфоноформова ВГЗ-1, ВГ типу 6, вірус Інгібує вірусспецифічні ферменти 
кислота, ФФК) гепатиту В, ВІЛ, ЦМВ 

6. Інші речовини: 
криксиван ВІЛ Інгібітор протеолізу 
пандовір (поліетерин, азаламіцин, ВГЗ-1, ВГЗ-2 Інгібує синтез вірусної ДНК і структурних 
гелексин) білків 
хельпш Варіцела-зостер, ВГЗ-1 - « -
арбідол Віруси герпесу, грипу А і В Інгібує вірусну ДНК-полімеразу 
бонафтон Віруси герпесу, деякі 

аденовіруси 
—«-

II. Віруліцидні речовині і: 
оксолш Віруси герпесу, міксо- і 

риновіруси 
Інактивує позаклітинний вірус 

теброфен Віруси герпесу, аденовіруси - « -
флореналь Віруси герпесу, аденовіруси - « -
Примітки: ВІЛ - вірус імунодефіциту людини, ВГ типу 6 - вірус герпесу типу 6, ВГЗ-1, ВГЗ-2 - вірус 
герпесу звичайного типу 1 або 2, ВЕБ - вірус Епштейна-Барр, ЦМВ - цитомегаловірус, РС-вірус -
респіраторно-синцитіальний вірус, ГРЗ - гострі респіраторні захворювання. 
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Розділ НІ 
Таблиця 2 

Індуктори інтерферону, придатні для клінічного застосування [5] 
Хімічна природа Назва препаратів 

Синтетичні сполуки 
1. Низькомолекулярні 

- флуорени 
- азотні основи 

2. Полімери 
- полі А:У 
- полі Г:Ц 

Аміксин 
Камедон 

Полудан 
Полігуацил 

Природні сполуки 
1. Низькомолекулярні (поліфеноли -
похідні госиполу) 
2. Полімери (двоспіральні РНК) 

Мегасин, кагоцел, саврац, рагосин, гозалідон 

Ларифан, ридостин 
Офіцинальні препарати: 
1. Метилксантини 
2. Похідні ізахіноліну 
3. Похідні імідазолу 
4. Похідні бензофурану 
5. Похідні хромену 

Теофілін, теобромін, еуфілін, дипіридамол, кофеїн 
Папаверин, но-гапа 
Дибазол 
Кордарон 
Інтеркордин 

1. Основні принципи пошуку (скринінгу) потенційних лікарських 
засобів з антивірусною активністю 

Під антивірусними препаратами (АП) розуміють речовини хімічного або природного поход­
ження, які здатні пригнічувати репродукцію вірусу в клітині та біологічній системі хазяїна -
організмі людини [2,6,10J. До АП також відносяться речовини з віруліцидною дією, які впли­
вають на позаклітинний вірус. Необхідною умовою, якій повинні відповідати потенційні ан-
тивірусні речовини, є високий ступінь розчинності у воді та нетоксичних розчинниках, що за­
безпечує проникнення АП у клітини і його дієвість. 

Пошук АП повинен проходити за певною технологією і включати кілька стадій [3, 4]. 
А. Експериментальне вивчення. 
1. Первинний відбір - виявлення ефекту пригнічення репродукції вірусу в дослідах in vitro 

(в культурі клітин) чи in ovo. 
2. Дослідження антивірусної дії хімічної сполуки - досліди in vivo, для чого на тваринах ек­

спериментально відтворюється захворювання, спричинене вірусами, патогенними для людини. 
3. Токсико-фармакологічне вивчення відповідно до вимог Державного фармакологічного 

центру МОЗ України. 
Б. Клінічне вивчення препарату у вигляді лікарської форми. 
1.1 фаза клінічних досліджень - вивчення нетоксичності, сприйнятності, біодоступності. 
2. II фаза клінічних досліджень - визначення специфічної активності АП та відпрацювання 

лікувальної схеми. 
Предметом нашого аналізу будуть тільки два перші етапи експериментального вивчення, які 

охоплюють проведення власне вірусологічних досліджень. 
Слід відзначити, що для речовин, антивірусна дія яких на рівні макроорганізму здійснюється 

із залученням системи інтерферону, дослідження in vitro часто неефективні. Тому речовини з 
потенційною інтерфероніндукуючою активністю можуть одразу досліджуватись in vivo [6, 10]. 

У виняткових випадках дослідження in vivo можуть не проводитись і антивірусний препа­
рат може бути переданий безпосередньо в клініку для випробування, звичайно після вивчен­
ня його токсичних властивостей. Це стосується тяжких, що загрожують життю, захворювань, 
для яких відсутні відповідні експериментальні моделі. Протягом багатьох років таким винят­
ком була ВІЛ-інфекція та СНІД, але зараз рекомендується для цього використовувати лейкоз 
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мишей, спричинений вірусом лейкозу Раушера, та, за рекомендаціями фірми «Viromed», ВІЛ-
інфекцію мишей «nude», підданих рентгенівському опроміненню, яким трансплантували ін­
фіковані ВІЛ лімфобластоїдні клітини СЕМ. 

Вірусні моделі, які найчастіше використовують для дослідження АП, обумовлені значиміс­
тю певних вірусів в патології людини. Це ВІЛ, віруси грипу А і В, вірус герпесу звичайного 1 
та 2 типів (ВГЗ-1 та ВГЗ-2), цитомегаловірус (ЦМВ), віруси гепатитів, аденовіруси, тогавіру-
си. У табл. З наведені деякі з вірусних моделей, що застосовуються для пошуку і дослідження 
нових АП. Більш повно це питання висвітлене Н.П.Чижовим та ін. [10]. 

Таблиця З 
Деякі моделі, що застосовуються для пошуку антивірусних препаратів 

Тип 
вірусу 

Назва вірусів Моделі in vitro Моделі in vivo Тип 
вірусу 

Назва вірусів 
культури клітин тестування тварини тестування 

РНК-
вмісні 
віруси 

Грипу А та В 
Риновірус 
парагрипу 
Поліовірус 
PC вірус 

ВІЛ 

МДСК, Vero, 
RMK, MRC-5, 
MT-4,L-41,L, 
Hep-2, CEM-CCRF 
HeLa T4+ 
фібробласти людини, 
курячого ембріону, 
мишей, щурів та ін. 
HeLa T4+, МТ-4, 
CEM-SS, CEM-CCRF 
Н 9, РВМС, COS 

ЦПДУБ, 
ІФА, ГА, 
ЛІТР, ВІВ, 
МФА 

ІФА, УБ, 
ЛПР, АЗТ 

миші 

"nude" миші, яким 
трансплантовані 
ВІЛ-інфіковані 
клітини СЕМ, миші 
з лейкозом Раушера 

загибель, 
пневмонія 

ІФА, ЛПР, 
УБ, АЗТ 

ДНК-
вмісні 
віруси 

Герпесу 
звичайного 
типу 1 
типу 2 

Аденовіруси 

RK-13, L, HeLa, 
Vero, MRC-5, 
фібробласти людини, 
миші, курячих 
ембріонів 

KB, HeLa, Hep-2, 
А-549 

ЦПД, 
ІФА, 
ЛПР, 
МФА, 
УБ, ВІВ, 

УБ, УВ, 
ІФА, 
МФА, 
ВІВ 

миші, морські 
свинки, щури, кролі 

хлопкові щурята, 
новозеландські 
кролі 

Герпетичний 
енцефаліт, оро-
фаціальний гер­
пес, генітальний 
герпес, кератит, 
пневмонії 

ураження 
очей 

Примітка: АЗТ - активність зворотної транскриптази ВІЛ, ВІВ - врожай інфекційного вірусу, ІФА -
імуноферментний аналіз, ЛІІРА - ланцюгова полімеразна реакція, МФА - метод флюоресціюючих 
антитіл, УБ - утворення бляшок, УВ - утворення включень. 

Вимоги до лабораторій, що проводять вірусологічні дослідження з метою пошуку антивірус­
них препаратів, в основному такі. 

1. Лабораторія повинна мати дозвіл МОЗ України на проведення скринінгових випробу­
вань речовин з потенційною антивірусною активністю. 

2. Лабораторія повинна бути оснащена сучасним обладнанням, забезпечена банком культур 
клітин, мати колекцію еталонних та свіжовиділених штамів вірусів. 

3. Дослідження АП проводять фахівці-вірусологи, що мають кількарічний досвід роботи у 
цій галузі за технологією, визначеною даними методичними рекомендаціями. 

2. Дослідження антивірусної дії потенційних 
лікарських засобів у культурі клітин 

Первинний скринінг речовин на антивірусну активність проводять у культурі клітин; отри­
мані результати є підставою для висновку про перспективність та доцільність подальшого про-
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Розділ III 

ведення випробування in vivo. Використовуються специфічні, кількісні, швидкі та відносно 
прості у виконанні методи аналізу репродукції того чи іншого вірусу, які повинні забезпечити 
масштабний та економічно виправданий відбір потенційно активних антивірусних препаратів. 

Система дослідження антивірусної дії АП in vitro складається з двох етапів. 
1. Визначення здатності потенційного лікарського засобу пригнічувати репродукцію вірусів 

при застосуванні методів, що виявляють вірусіндуковані зміни моношару чи окремої клітини 
(пригнічення цитопатогенної дії - ЦПД), формування бляшок, інфекційних центрів, накопи­
чення вірусних антигенів чи вірусспецифічних ферментів. На цьому етані оцінюють цитоток-
сичність АП. 

2. Кількісна оцінка дії речовин на врожай інфекційного вірусу, причому інфекційність роз­
глядається як інтегральний показник функціональної цілісності вірусу. 

Дослідження препарату починається з порівняльної оцінки його цитотоксичності (незво-
ротного впливу на морфологію та метаболізм клітин) та антивірусної дії. Перспективними мо­
жуть бути речовини, які проявляють виражену антивірусну активність у концентраціях, вже 
нетоксичних для клітин, тобто експериментально визначається суттєва різниця між дозами 
препарату з цитотоксичною та антивірусною дією. 

Принцип порівняння специфічної антивірусної дії та токсичності реалізується у подальшо­
му на етапі вивчення потенційної антивірусної речовини in vivo. Тільки невелика кількість ре­
човин, що були відібрані на етапі in vitro, зберігає виражену активність in vivo. Однією з при­
чин цього є неправильне визначення цитотоксичності речовин у культурі клітин. Таке може 
мати місце, якщо не досліджується прихована токсичність речовини, тобто вплив її на ріст, по­
діл та метаболізм клітин. Неврахування цього може призвести до заниження величини ток­
сичності і помилкового визначення показників, що характеризують співвідношення між кон­
центраціями з токсичною та антивірусною дією. 

2.1. Визначення цитотоксичної дії потенційних антивірусних 
засобів у культурі клітин 

Дослідження передбачає визначення максимально переносимої концентрації речовини, тоб­
то такої, що не спричиняє незворотних змін у морфології та життєздатності клітин. Показни­
ки цитотоксичності мають різні позначення, прийняті у сучасній експериментальній хіміоте­
рапії: МПК (максимально переносима концентрація, що не виявляє цитотоксичної дії) чи 
MTD (maximum tolerated dose); ІД50 (інгібуюча доза, що зменшує кількість життєздатних клі­
тин на 50%), CD50 (cytotoxic dose - цитотоксична доза, що зменшує ріст клітин або синтез 
ДНК на 50%). Вони необхідні для визначення показників, що характеризують вибірковість 
антивірусної дії, які однакові за суттю, але позначаються по-різному. Це ХТІ (хіміотерапев­
тичний індекс) чи ТІ (терапевтичний індекс), АІ (антивірусний індекс) або 1С (індекс селек­
тивності). Вони є основними критеріями оцінки ефективності речовин у культурі клітин при 
первинному відборі і доцільності подальших випробувань in vivo [2, 4, 11, 15, 22]. 

До цього часу не існує уніфікованого методу оцінки цитотоксичності речовин у культурі клі­
тин. Використовують один або кілька з нижченаведених методів, які доповнюють один одного. 

2.1.1. Виявлення цитотоксичності препарату за дією на 
моношар клітин 

Перещеплювану чи первинну культуру клітин вирощують у пробірках, 24- або 96-лункових 
мікроплатах (у цьому випадку культивування ведеться у термостаті в атмосфері, що містить 
5% С02). Через 24-48 год при сформуванні моношару клітин проводять заміну поживного 
середовища на таке, що містить досліджувану речовину в різних концентраціях. Використо­
вують такі концентрації: 1000, 500, 250 або 1600, 800,400 мкг/мл і так далі. Досліджують спо­
чатку 6-8 концентрацій, часто через 1-2 розведення, а потім детальніше. На кожну концен-
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трацію використовують 3-4 пробірки або лунки з клітинами. У контролях проводять заміну 
поживного середовища на середовище без речовини. 

Через 24, 48 та 72 год клітини досліджують у світловому мікроскопі (у випадку мікроплат -
в інвертованому) при малому збільшенні на наявність цитотоксичної дії речовини, яку оці­
нюють за порушенням цілісності моношару, появою вогнищ дегенерованих клітин. Ступінь 
токсичності визначають через 72 год за 4-хрестовою системою і знаходять МПК або інколи 
1/2 МПК речовини - тобто половинну концентрацію сполуки, яка не проявляє токсичної дії 
щодо клітин за даними прижиттєвого цитологічного дослідження [4, 10]. 

2.1.2. Визначення цитотоксичної дії АП за 
пригніченням життєздатності клітин 

Моношар культури клітин обробляють антивірусною речовиною в різних концентраціях про­
тягом 3-4 днів. Підрахунок життєздатності клітин проводять щодня, використовуючи трипано-
вий синій або нейтральний червоний; через три дні визначають відсоток зменшення життєздат­
них клітин і концентрацію препарату, яка зменшує його на 50% (ІД50) порівняно з контролем. 

2.1.3. Визначення цитотоксичності АП за впливом на 
життєздатність клітин 

Деякі дослідники вважають, що більш об'єктивним є визначення цитотоксичності речовини 
за пригніченням мітотичної активності культури клітин. Антивірусний препарат додається до 
добової культури, що перебуває в стані інтенсивного поділу клітин. Обробка продовжується 
ще протягом 3-4 днів. Щодня визначають кількість життєздатних клітин у культурі, а через З 
дні обробки - концентрацію, в якій препарат пригнічує ступінь росту клітин на 50% (CD50) 
щодо контролю. 

Для визначення кількості життєздатних клітин моношар клітин обробляють трипсином або 
версеном, фарбують тринановим синім або нейтральним червоним і досліджують у камері Го-
ряєва або за допомогою інших лічильних камер, які застосовуються у гематології. 

Зрідка токсичність речовин визначається за кількістю фарби, яку поглинають живі клітини. 
Клітини фарбують нейтральним червоним, фарбу екстрагують етиловим спиртом і на спек­
трофотометрі визначають оптичну густину при 546 нм. Вважається, що кількість адсорбова­
ного барвника пропорційна кількості живих клітин [2, 6, 26]. 

Життєздатність клітин можна визначати і при використанні 3-(4-5-диметилтріазол-2-іл)-
2,5-дифенілтетразоліум броміду (МТТ) [19]. Клітини вирощують у мікроилатах. Через 76 год 
живильне середовище видаляють і моношар клітин покривають МТТ (5 мг/мл), розчиненим 
у забуференому фізіологічному розчині, інкубують при 37°С протягом 4 год (до появи блакит­
ного кольору). Після цього розчин з МТТ видаляють і в кожну лунку вносять підкислений 
ізопропанол (100 мкл 0,04 N НС1 в ізопропанолі). Оптичну густину визначають при 570 нм. 
Концентрація речовини, яка зменшує оптичну густину на 50% відносно необробленого моно-
шару клітин (контролю), приймається за CD30 [13J. 

Рекомендується застосування регресійного аналізу для кількісної характеристики цитоток­
сичної дії речовини на ростову здатність .культури клітин. Для цього експериментально дос­
ліджується вплив 3-4 концентрацій речовини на число живих клітин відповідно до описаних 
раніше методичних прийомів, а потім обчислюється коефіцієнт регресії та рівняння регресії, 
на їх підставі графічно зображується лінія регресії в напівлогарифмічній системі координат, 
причому по вертикалі відкладається кількість живих клітин щодо контролю у відсотках, а по 
горизонталі - зростаючі концентрації речовини [1]. Користуючись лінією регресії, легко точ­
но визначити 50% цитотоксичну концентрацію речовини. Слід відзначити, що експеримен­
тально для цього можна дослідити тільки 3-4 концентрації речовини [24]. 
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Застосування регресійного аналізу особливо інформативне у разі вивчення впливу модифі­
кацій структури сполук певного класу на їх цитотоксичність. 

2.1.4. Визначення цитотоксичності АПза здатністю 
пригнічувати синтез клітинної ДНК 

Деякі препарати проявляють так звану приховану цитотоксичність, виявлення якої немож­
ливе при мікроскопії живих чи фіксованих клітин, оскільки це явище полягає у пригніченні 
синтезу ДНК клітин під впливом АП. 

Найчастіше клітини вирощують у стерильних сцинтиляційних флаконах, через добу замі­
нюють поживне середовище на середовище з різними концентраціями антивірусної речовини 
з додаванням [метил-3Н] тимідину. На кожну концентрацію речовини використовують 4 фла­
кони. Ще через добу середовище зливають, клітини промивають холодним фізіологічним роз­
чином, обробляють 5% холодною трихлороцтовою кислотою протягом ЗО хв при 4°С, 2-4 ра­
зи промивають цим розчином, потім 95% етиловим спиртом, ефіром, висушують, заливають 
сцинтилятором на толуоловій основі і визначають радіоактивність, використовуючи сцинти­
ляційні лічильники [12, 20J, а потім величину CD50. 

Можна вирощувати клітини в чашках і в звичайних флаконах, але потім потрібно лізувати їх 
додецилсульфатом натрію, преципітувати ТХО і переносити осад на фільтри (Whatman GF/c) 
для подальшого визначення радіоактивності. Промиті й висушені фільтри вміщують у сцинти­
ляційні флакони, заливають сцинтилятором і визначають рівень радіоактивності [18]. 

Деякі дослідники використовують імпульсне мічення клітинної ДНК, коли [метил-3Н| ти-
мідин додається до середовища на 1 год через 24 год після обробки клітин речовинами [18]. 

За нашими даними, немає особливої різниці в оцінці цитотоксичності речовин при викорис­
танні довготривалого чи імпульсного мічення ДНК. Важливо підібрати в попередніх дослідах 
концентрацію міченого тимідину, оскільки вона залежить від способу мічення і активності ти­
мідину. 

Отже, при первинній оцінці цитотоксичної дії АП можна обмежитись визначенням впливу 
їх на ріст клітин або цитологічним дослідженням. Слід зазначити, що найменшу інформацію 
про цитотоксичність АП дає дослідження її впливу на стан моношару клітин при малому 
збільшенні світлового мікроскопа. При цьому визначаються тільки деструктивні зміни моно-
шару, а морфологічні зміни клітин, які мають місце в цитоплазмі та ядрі, не можуть бути ви­
явлені. Тому у разі застосування такого підходу необхідно додатково досліджувати культуру 
на наявність морфологічних змін клітин у люмінесцентному мікроскопі після флюорохрому-
ваиня їх акридиновим оранжевим. Проте остаточно цитотоксичність АП, перспективних для 
досліджень in vivo і подальших випробувань, слід визначати за пригніченням ними синтезу 
клітинної ДНК. 

2.2. Дослідження антивірусної дії потенційних лікарських 
засобів у дослідах in vitro 

Відповідно до рекомендацій світових центрів пошуку антивірусних препаратів, зокрема аме­
риканської фірми «Viromed», на етапі визначення активності АП в культурі клітин доцільно 
використовувати як еталонні штами вірусів, адаптовані до культивування в лабораторних 
умовах, так і виділені безпосередньо від хворих штами, які пройшли тільки кілька пасажів. 
Доцільно використовувати найбільш універсальні та чутливі до певних вірусів культури клі­
тин. Велике значення має вибір інфікуючої дози вірусу, вона залежить від застосованого ме­
тоду обліку вірусної активності, але повинна забезпечити інфікування не менше 50% клітин у 
моношарі. Інфікуючу дозу чи множинність інфікування відпрацьовують у попередніх дослі­
дах з використанням вірусу з визначеним титром інфекційності. 
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Вираженість антивірусної дії досліджуваних нових АП рекомендується порівнювати в одно­
му досліді з дією вже відомих до цього вірусу стандартних АП з обов'язковою обробкою отри­
маних результатів методами варіаційної статистики. На цьому етані застосовуються деякі но­
ві показники, крім наведених у попередньому розділі показника ХТІ, його аналогів та показ­
ників цитотоксичності. Це показники ЕД50 (50% ефективна доза) та МІК (мінімальна інгібу­
юча концентрація). Першою позначають концентрацію АП, в якій він знижує кількість бля­
шок чи розвиток ЦПЕ в інфікованій обробленій культурі клітин на 50%. Під МІК розуміють 
концентрацію АП, яка знижує на 50% число клітин з вірусспецифічними включеннями чи 
скупченнями вірусного антигену, тобто за суттю показники аналогічні. Рекомендується засто­
совувати ці показники і в тих випадках, коли вірусіндуковані зміни в культурі клітин реєстру­
ються іншими методами - за рівнем ферментів (зворотної транскриптази ВІЛ, ДНК-поліме-
рази герпесвірусів), кількістю синтезованого вірусного білка (р24 ВІЛ), визначеного за допо­
могою ІФА. Після визначення показників цитотоксичності та противірусної дії АП обчислю­
ють ХТІ (або ТІ, АІ, 1С). Він обчислюється як відношення МПК (максимально переносимо! 
концентрації АП, що не спричиняє цитотоксичних змін клітин) до МІК. Проте в літературі, 
особливо зарубіжній, в чисельнику вказаного відношення використовують показник ІД50 чи 
CD50, тобто концентрації АП, які спричиняють цитотоксичні зміни в 50% клітин [ 15, 23]. Зро­
зуміло, що використання саме цього показника дещо завищує величину ХТІ і є, на нашу дум­
ку, помилковим. 

Дослідження АП в культурі клітин повинні включати такі схеми введення АП: за добу та 
4-1 год до зараження вірусом, під час адсорбції та після адсорбції вірусу на весь час його реп­
родукції. 

Попередніми роками на першому етапі визначення інгібуючої дії АП використовували так 
званий агар-дифузійний тест (метод дисків та циліндриків) як швидкий, демонстративний, 
економічний метод, заснований на дифузії в агарі АП, нанесеного на диск фільтрувального па­
перу або внесеного в циліндричні отвори в агаровому покритті. 

Облік результатів проводився за величиною діаметра (в мм) зони інгібування вірусних бля­
шок у моношарі клітин, тобто метод давав можливість кількісно оцінювати дію АП [2, 4]. 

Відбір АП на підставі пригнічення вірусіндукованого ЦПЕ, хоч є швидким, простим, еконо­
мічним, особливо при вирощуванні клітин у мікроплатах, і використовується деякими дослід­
никами, має суттєві недоліки. Слід нагадати, що під ЦПЕ (цитопатичний ефект) розуміють 
порушення цілісності моношару інфікованої культури клітин. За своєю суттю ЦПЕ не мас 
рис, характерних для певного вірусу, і досить часто він пов'язаний не з власне синтезом інфек­
ційного вірусу, а цитотоксичною дією на моношар клітин окремих компонентів віріоиа [7]. 
Крім того, цей тест не забезпечує одержання кількісних результатів. Виходячи з вищенаведе-
ного, його не варто застосовувати в дослідженні АП. Найчастіше для визначення інгібуючої 
дії АП використовують наведені нижче кількісні методи. 

2.2.1. Метод редукції кількості бляшок 

Простий і ефективний метод визначення антивірусної дії препарату щодо вірусів, які утворю­
ють бляшки. Дослідження проводять у термостаті з 5% С02. Клітини вирощують у чаїнках, 
флаконах, частіше - у 24-лункових платах. Поживне середовище складається з середовища 199 
та Ігла у відношенні 1:1, 10% сироватки великої рогатої худоби. Моношар клітин інфікують 
постійною дозою вірусу з великою множинністю. Після адсорбції вірусу клітини промивають 
і в лунки вносять середовище з агаром або метилцелюлозою чи агарозою і різними концентра­
ціями досліджуваної речовини. На кожну концентрацію використовують три лунки і чотири 
залишають для контролю (середовище без речовини), якщо дослід виконується на мікропла­
тах. Клітини продовжують інкубувати в термостаті, переглядаючи їх щодня в інвертованому 
мікроскопі для реєстрації появи бляшок (вогнищ дегенерації моношару). Час розвитку бляшок 
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залежить від вірусу і множинності інфікування, наприклад, бляшки вірусу герпесу (ВГЗ-1 і 
ВГЗ-2) формуються через 2 дні, аденовірусу - через 6 днів: Для підрахунку кількості бляшок в 
агар вводять нейтральний червоний або на кілька годин перед обліком додають інше покриття 
з барвником. Для обліку бляшок клітини можна також фіксувати 10%-им забуференим форма­
ліном протягом 15 хв і фарбувати 1% кристал-віолетом у 20%-му етиловому спирті. Бляшки 
підраховують у світловому мікроскопі, можна для цього використовувати спеціальний лічиль­
ник Plaque Viewer. Порівнюють у відсотках кількість бляшок, утворених у присутності різних 
концентрацій речовин відносно контролю. Будують графічно дозозалежну криву, за допомо­
гою якої визначають дозу, що зменшує кількість бляшок на 50% (ЕД50). 

Відсоток редукції бляшок при дії АП може бути визначений за такими двома методами: 

% редукції бляшок = 100 - J=L^ , або 

Д - число бляшок у досліді 
К - число бляшок у контролі. 

2.2.2. Метод зниження кількості клітин з вірусспецифічними включеннями під дією АП 

Цей метод розроблено нами для оцінки інгібуючої дії АП у культурі клітин на моделі адено­
вірусів. Він може бути застосований і для оцінки дії АП на репродукцію інших вірусів, що ут­
ворюють включення, зокрема внутрішньоядерні ДНК-вмісні (наприклад, віруси з родини гер-
песвірусів, паповавірусів). 

Суть цитоморфологічного методу полягає в тому, що інфіковані клітини, в яких репродуку­
ється вірус, визначають за утворенням у них ДНК-вмісних включень, що мають вірусну приро­
ду і являють собою місця накопичення структурних компонентів вірусу та сформованих віріо-
нів |7|. Метод дозволяє виявляти власне репродукцію аденовірусів і визначати кількість клітин 
як показник репродукції вірусу. Навпаки, виявлення ЦПЕ в інфікованих культурах не дає мож­
ливості віддиференціювати цитотоксичні зміни, які можуть бути викликані одним із структур­
них білків (пептоном) інфікуючого вірусу і проявлятись у вигляді заокруглення, агрегації клі­
тин та відокремлення їх від скла за відсутності синтезу вірусу і формування внутрішньоядерних 
ДНК-вмісних включень. Отже, метод редукції числа включень дозволяє отримувати інформа­
цію про справжню антиаденовірусну дію речовини, він специфічний, візуальний, кількісний. 
Включення можуть бути виявлені методом люмінесцентної мікроскопії при флюорохромії клі­
тин акридиповим оранжевим або методом світлової мікроскопії після фарбування клітин гема­
токсиліном та інтими барвниками. Ми застосовуємо перший метод як більш простий, швидкий 
та наочний. Клітини для цього слід вирощувати, в пробірках або флаконах на смужках накрив­
них скелець. Через 24-48 год поживне середовище зливають, клітини відмивають розчином 
Хеикса й інфікують аденовірусом. Інфекційний титр вірусу, який використовують для інфіку­
вання, визначають за допомогою цього ж цитоморфологічного методу. Рекомендована множин­
ність інфікування становить 10-20 включенняутворюючих одиниць на клітину (ВУО/кл.), що 
забезпечує інфікування близько 70% клітин, включення в яких зручно спостерігати. 

Адсорбцію вірусу проводять протягом 1 год при кімнатній температурі. Після цього кліти­
ни відмивають розчином Хенкса від неадсорбованого вірусу і в пробірки вносять підтримую­
че середовище (середовище 199 чи Ігла без сироватки) з різними концентраціями речовини. 
На кожну концентрацію використовують по 3 пробірки, для контролю - 4 пробірки, куди до­
дають середовище без речовини. 

Клітини інкубують в термостаті при 37°С протягом 48 год, після чого середовище зливають, 
клітини відмивають розчином Хенкса і фіксують етиловим спиртом (96°). Клітини можна збе-

381 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

рігати в етиловому спирті тривалий час до проведення досліджень. Потім фіксатор зливають, 
клітини відмивають розчином Хенкса, накривні скельця з клітинами переносять на предмет­
ні скельця, флюорохромують акридиновим оранжевим (1:10 000) протягом 5 хв, накривають 
накривним скельцем і досліджують у люмінесцентному мікроскопі (об. 40х) на наявність 
внутрішньоядерних ДНК-вмісних включень. У кожному з 3-х скелець визначають відсоток 
клітин з включеннями (відсоток інфікованих клітин) на 500 підрахованих. 

Відсоток пригнічення формування включень під дією кожної концентрації АП визначають 
відносно контролю, який приймають за 100%, і виражають графічно. Можна користуватись 
також тією ж формулою, що вказана раніше для визначення відсотка редукції числа бляшок. 
У результаті проведених досліджень визначають МІК та ХТІ антивірусного препарату. 

Слід зазначити, що запропонований цитоморфологічний метод для контролю репродукції 
аденовірусу не тільки рівноцінний методу бляшок, але має деякі переваги, оскільки дозволяє 
виявляти окремі інфіковані клітини, а не їх скупчення, якими є бляшки, і експериментувати в 
режимі одноциклової репродукції вірусу при високій інфікуючій дозі. 

2.23. Метод флюоресціюкгчих антитіл 

Метод флюоресціюючих антитіл (МФА) передбачає виявлення окремих інфікованих клі­
тин, що містять вірусний антиген. Метод застосовують як для первинного відбору антивірус-
них речовин і визначення ефективної концентрації за зменшенням кількості клітин, що міс­
тять вірусний антиген, так і для встановлення інфекційного титру вірусу. 

Клітини фіксують метанолом чи ацетоном і обробляють загальноприйнятими прямим або 
непрямим варіантами МФА, використовуючи відповідно специфічні антитіла, мічені флуо-
рохромом, чи специфічні антитіла без мітки та мічені антивидові антитіла. Метод дає мож­
ливість визначити МІК та ХТІ досліджуваного АП. Метод універсальний, може бути вико­
ристаний для всіх вірусів, які репродукуються в культурі клітин, рекомендований для скри-
нінгу АП з антиВІЛ-активністю і передбачає використання моноклональних антитіл до р24 
вірусу. 

2.2.4. Імунофермептний аналіз 

Метод універсальний, він передбачає визначення вмісту вірусних білків за допомогою від­
повідних комерційних тест-систем. Його застосовують для первинного відбору АП, визначен­
ня ефективних концентрацій, а також впливу на утворення інфекційного вірусу |9|. ІФА ши­
роко застосовується для відбору АП з антиВІЛ-активністю. Для цього клітини, чутливі до 
ВІЛ, вирощують у мікроилатах за звичайною методикою, інфікують з множинністю 
0,005 ТЦД50 на 1 клітину. Досліджуваний АП додається в підтримуюче середовище. Строк ін­
кубації 5 діб. Порівнюють вміст р24 ВІЛ у культуральному середовищі контрольних та підда­
них дії АП клітинних культур, визначають відсоток інгібування репродукції ВІЛ. Показники 
ЕД50 та ЕД90 визначають, використовуючи метод лінійної регресії [14J. 

2.2.5 Визначення інгібуючої активності АП за ступенем 
зниження інфекційного титру вірусу 

Ці дослідження становлять заключний етап у визначенні антивірусної дії речовин in vitro. 
Він полягає в тому, що клітини інфікують заздалегідь визначеною дозою вірусу (0,01 БУО/кл.) 
і після адсорбції інкубують в середовищі з різними концентраціями речовини до часу макси­
мального накопичення вірусу в контролі. Після цього клітини тричі заморожують і розморожу­
ють, осаджують клітинний детрит при 2000 об./хв і в надосаді визначають інфекційний титр ві­
русу за методом бляшок або за іншим рівноцінним методом, прийнятним для певного вірусу. 
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Зменшення врожаю вірусу при дії речовини визначають таким чином: наприклад, титр віру­
су в контролі становить 2,97» 109 БУО/мл, у досліді ~ 5,68» 107 БУО/мл, тому 

о/ • 4пп 2970000000 - 56800000 ._„ о с _0/ 
% зниження врожаю вірусу = 100 оачпплпппп " ^ ~ 98,3% 

2970000000 
При проведенні цих досліджень множинність інфікування і час визначення врожаю вірусу 

повинні бути оптимізовані для кожної вірус-клітинної системи. Досліди щодо виявлення 
впливу АП на інфекційну активність (врожай) вірусу можна виконувати за умов багато- чи 
одноциклової репродукції вірусу, перевага частіше віддається другому підходу, бо він забезпе­
чує одержання чіткіших результатів. В одноцикловому досліді необхідно використовувати 
більшу дозу вірусу і таку множинність, яка забезпечить одночасне інфікування усіх клітин 
моношару. 

2.2.6. Критерії оцінки інгібуючої активності АПу системах in vitro 

Антивірусні препарати, які мають ХТІ 4 або вище при дослідженні інгібуючого впливу на 
репродукцію вірусу в системах in vitro із застосуванням методів редукції бляшок, числа клі­
тин з включеннями, скупченням вірусного антигену чи інших методів виявлення вірусспеци-
фічних продуктів (компонентів), вважаються активними. 

Показник ХТІ розраховують і в дослідах по впливу АП на утворення інфекційного вірусу чи 
врожай вірусу. При цьому деякими авторами [4] рекомендується показник мінімально актив­
ної концентрації (МАК), тобто такої, що знижує інфекційний титр вірусу на 1,25-1,5 lg порів­
няно з титром вірусу в контролі без додавання АП. У цьому випадку показник ХТІ визнача­
ють як відношення МПК до МАК. Речовини, величина ХТІ яких дорівнює 16 або вище, і які 
знижують титр інфекційного вірусу за умов одноциклового досліду на 1,25-2,0 lg БУО/мл, 
вважаються високоактивними та перспективними для подальшого дослідження на тваринах 
[4J. Деякі зарубіжні дослідники додатково визначають концентрації АП ЕД90 та ЕД99, які від­
повідно знижують врожай вірусу на 90% (1 lg редукції) або 99% (2 lg редукції), їх знаходять за 
допомогою дозозалежної кривої [23]. 

2.2.7. Дослідження діїАП на окремі етапи репродукції та 
позаклітинний вірус 

2.2.7.1. Дослідження дії АП на адсорбцію 
та проникнення вірусу в клітину 

Деякі АП здатні запобігати адсорбції або проникненню вірусу в клітину. Це ідеальні антиві­
русні речовини, оскільки вони діють на першій стадії взаємодії вірусу з клітиною, попереджа­
ючи проникнення вірусу в клітину і синтез у ній вірусних компонентів. Речовини з такою ді­
єю можуть бути виявлені при обробці ними клітин до або під час адсорбції вірусу. 

Вплив АП на адсорбцію може бути визначений при використанні вірусу, міченого |3Н]-ти-
мідином та [35S]-MeTioHinoM, при порівнянні зв'язаної контрольними і дослідними клітинами 
радіоактивності, а також при визначенні інфекційного титру вірусу в рідині, яку видаляли піс­
ля адсорбції вірусу. 

2.2.7.2. Дослідження впливу АП на синтез деяких вірусспецифічних макромолекул 

Вивчення впливу АП на синтез вірусних нуклеїнових кислот або вірусних РНК- чи ДНК-
полімераз, зворотної транскриптази ВІЛ відбувається при дослідженні дії АП на ранніх стаді­
ях циклу репродукції вірусу. Якщо інгібування має місце на пізніх стадіях репродукції, то, 

_ _ _ _ _ _____- ___ ____ ____ _____ _____ _ _ _ 
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імовірно, що речовина інгібує синтез чи процесинг вірусних структурних білків, формування 
«зрілих» віріонів. Найчастіше АП додають безпосередньо після адсорбції вірусу і клітини ін-
кубують в їх присутності до максимального накопичення інфекційного вірусу в контролі. З 
метою визначення механізму дії речовин проводять ряд додаткових досліджень. Вплив речо­
вин на синтез вірусних білків досліджують за допомогою різних імунологічних тестів і елек­
трофоретичного аналізу мічених ізотопами синтезованих поліпептидів. Окремі дослідження 
проводяться для з'ясування впливу активних речовин на глікозування та процесинг вірусних 
білків, формування зрілих та дефектних віріонів. 

2.2.7.3. Визначення віруліцидної дії АП 

Мета цих досліджень - виявлення безпосередньої деструктивної дії АП на позаклітинний 
вірус. Вони проводяться, якщо в попередніх дослідах вже була виявлена антивірусна актив­
ність. 

Вірусну суспензію в дозі 1000 ТЦД50/мл інкубують з кількома нижчими за МПК концентра­
ціями АП при 37°С протягом 1-4 год (деякі дослідники рекомендують до 24 год), відбираючи 
щогодини зразки для визначення інфекційного титру вірусу. Як контроль використовують ві­
русну суспензію, яку інкубують в тих же умовах без АП. Зниження інфекційного титру віру­
су на 1,5-2,0 lg і більше порівняно з контролем, особливо в перші години контакту АП з віру­
сом, свідчить про вираженість віруліцидного ефекту. Речовини з такою дією не є дійсно анти-
вірусними і найменш придатні для досліджень на тваринах та клінічних випробувань. Най­
частіше такі речовини в подальшому досліджуються і вживаються як дезінфектанти [4|. 

2.2.8. Вивчення діїАПз використанням курячих ембріонів - in ovo 

Одна з моделей відбору АП, що широко застосовується у вірусологічних дослідженнях - ме­
тод інфікування 10-12-добових курячих ембріонів, що розвиваються (КЕ). Ця модель най­
частіше застосовується при вивченні дії АП на віруси грипу та в експериментальних модель­
них дослідах з вірусом вакцини. Протокол досліду складається з кількох етапів. 

A. Визначення токсичності препарату для КЕ. 
Послідовні розведення препарату у фізіологічному розчині (рН 7,2) вводять в алантоїсну 

порожнину КЕ в об'ємі 0,2 мл. На кожне розведення використовують 4 ембріони. Облік жит­
тєздатних і загиблих ембріонів проводять на 2-й і 4-й дні досліду. За їх співвідношенням виз­
начають токсичну дозу препарату, яка викликає загибель 50% КЕ. 

Б. Визначення антивірусної активності. 
Після вивчення токсичності препарату визначають максимально переносиму дозу і вводять 

її в алантоїсну порожнину 10-ти КЕ. Через 1-3 год після цього через той же отвір шкаралупи 
ембріона вводять 1-10 ЕІД50 вірусу (титр вірусу грипу А чи В в інфекційних дозах визнача­
ється попередньо). Контролем є ембріони, яким вводять препарат без вірусу (КП), вірус без 
препарату (KB), препарат порівняння з відомою інгібуючою дією на вірус грипу (ПП), нап­
риклад, ремантадин. Курячі ембріони інкубують у термостаті протягом 48 год (у випадку ві­
русу грипу А) або 72 год (для вірусу грипу В). Присутність вірусу визначають в реакції гемаг­
лютинації з 1% суспензією курячих еритроцитів [6] і розраховують середній геометричний 
титр в ^ЕІД50-

B. Оцінка ефективності провадиться за двома показниками: 
- визначення відсотка ембріонів, у яких виявлено вірус (у контрольних та дослідних гру­

пах), та розрахунок коефіцієнта захисту (КЗ): 
% КЕ інфікованих в контролі 
% КЕ інфікованих в досліді 
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- порівняння середнього геометричного титру гемаглютиніну вірусу в алантоїсній рідині 
контрольної та дослідної груп з розрахунком індексу ефективності (IE) за формулою: 

IE - С к " С д -100 ,де Ск 

Ск - титр вірусу (в І£ЕЩ50) у контрольній групі, 
Сд - титр вірусу в дослідній групі. 
При інтерпретації показників слід брати до уваги, що ІЕ<40% свідчить про відсутність апти-

вірусної дії, ІЕ>40% ~ наявність дії, а у разі, якщо ІЕ>60% - препарат вважається активним. 
Отриманий IE порівнюють з показником препарату порівняння, після чого роблять висно­

вок про перспективність подальших досліджень. 
Деякі автори вважають за необхідне визначати так звану пізню токсичність препарату, тобто га­

ку, що реєструється після вилуплення курчат. Для цього додаткову дослідну та контрольну гру­
пи по 10 КЕ залишають до повного вилуплення курчат. Перегляд КЕ проводять щоденно протя­
гом усього часу інкубації, що дозволяє досить повно визначити токсичність препарату. Препара­
ти, що проявили пізню токсичність, потребують додаткових досліджень причин цього явища. 

3. Дослідження антивірусних препаратів in vivo 

3.1. Загальні вимоги до моделей in vivo 

Використання тваринних моделей в дослідженні нових АП є необхідним етапом перед вип­
робуванням у клініці. Зрозуміло, що не існує повної відповідності між клінічною картиною 
захворювання людини і перебігом експериментального процесу у тварин, але використання 
модельних систем дає змогу оцінити специфічну ефективність та токсичність нової речовини 
на рівні макроорганізму, порівняти її з відомими антивірусними препаратами, а також вивчи­
ти деякі сторони патогенезу вірусного захворювання на фоні дії АП. 

Серед факторів, важливих для правильного вибору експериментальної моделі, суттєвими є 
такі: 

1) захворювання, експериментально відтворюване на тварині певного виду, повинно бути 
максимально подібним за клінічною картиною до захворювання людини, спричиненого цим 
вірусом, і мати подібний патогенез, включаючи вірусологічну, цитологічну характеристики 
процесу, реакцію захисних систем макроорганізму; 

2) тварини повинні легко утримуватися в лабораторних умовах і бути доступними для прид­
бання. 

Важливо, щоб розвиток вірусної інфекції, а саме клінічні симптоми і тривалість переживан­
ня інфікованих тварин, корелювали з дозою введеного вірусу, тому скорочення часу проявів 
цих показників під дією АП дозволяє зробити висновок щодо наявності антивірусного 
ефекту. Вік, стать тварини і спосіб введення вірусу обумовлюються видом вірусу та клінічною 
картиною спричиненого ним захворювання. 

Загалом рекомендується віддавати перевагу вірусним моделям, відтвореним на лінійних 
тваринах, бо цим забезпечується більша однорідність одержаних результатів і більша адап­
тація вірусу, але такі тварини дорожчі і менш доступні. Важливе значення мають власні (ен­
догенні) віруси лабораторних тварин. Це цитомегаловіруси, герпесвіруси, ретровіруси, адено­
віруси, параміксовіруси, які відомі у тварин багатьох видів та птахів, зокрема морських сви­
нок та мишей [221. Ідеальним було б використання тварин-гнотобіонтів, але практично такі 
моделі застосовуються зрідка. 

Відомі експериментальні моделі на тваринах поділяються на дві групи: гетерологічні та го­
мологічні [22]. Під першими розуміють експериментальні інфекції лабораторних тварин, 
спричинені вірусами, патогенними для людини, наприклад гернетичний енцефаліт, виклика­
ний вірусом герпесу звичайного людини 1-го типу (ВГЗ-1). З іншого боку, деяким вірусам 
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притаманна чітка (сувора) видова специфічність, тобто ці віруси людини не патогенні для тва­
рин і як експериментальна модель може використовуватись тільки гомологічна інфекція, 
спричинена у лабораторних тварин певного виду гомологічними вірусами. Це стосується, зок­
рема, цитомсгаловірусів, аденовірусів. У разі цитомегаловірусу людини як експериментальна 
використовується гомологічна цитомегаловірусна інфекція мишей або морських свинок, 
спричинена цитомегаловірусами мишей або морських свинок. Проте слід відзначити, що ви­
користання гомологічних моделей в експериментальній хіміотерапії має певні обмеження, бо 
антивірусна дія тієї чи іншої речовини досліджується проти вірусу тварин, а не людини, і во­
ни можуть суттєво різнитись між собою за властивостями. 

Перелік моделей експериментальних інфекцій, спричинених вірусами, що відіграють важ­
ливу роль в патології людини, досить великий, він включає тварин різних видів: гризунів, пта­
хів, морських свинок, людиноподібних мавп (табл. 3). 

3.2. Експериментальні моделі захворювань, спричинених 
представниками родини герпесвірусів 

З огляду на велику увагу, яка приділяється вірусам з родини герпесвірусів як об'єктам хімі­
отерапії, зупинимося на деяких моделях. Слід підкреслити відсутність універсальної експери­
ментальної моделі для цих вірусів, що обумовлене чіткою видовою патогенністю певного ві­
русу і, відповідно, чутливістю чи нечутливістю до нього тварин окремих видів. Найдосконалі­
ше вивченими та поширеними є експериментальні моделі, спричинені ВГЗ-1. Це енцефаліт, 
який досить легко відтворюється при внутрішньочерепному введенні ВГЗ-1 мишам, щурам, 
хом'якам, мавпам-мармозеткам та новонародженим морським свинкам. Як місцеве ураження, 
що відповідає за клінічними проявами захворюванню людини, широко застосовують герпе-
тичний кератит, спричинений ВГЗ-1 у кролів. На морських свинках вдалось відтворити ла­
тентне збереження ВГЗ-1 у гангліях трійчастого нерва. Цей процес мас принципове значення 
в патогенезі герпетичної інфекції людини, але треба відзначити, що відомі дотепер препарати 
з антигерпетичною активністю не впливають на нього. 

Генітальні ураження відтворені при місцевому введенні ВГЗ 1-го та 2-го типів самицям та 
самцям морських свинок. Проте у разі ВГЗ-2 експериментальний процес перебігає гяжче, з 
ураженням інших органів, зокрема ЦНС, він супроводжується латентним збереженням вірусу 
в головному, спинному мозку, задніх корінцях спинного мозку і можливістю активації та ви­
никнення багаторазових рецидивів генітальних уражень. Отже, ця модель за багатьма ознака­
ми (клінічними, вірусологічними, гістологічними) подібна до герпесу геніталіїв у людини і 
зручна для експериментальної хіміотерапії [22]. Відома, проте, різна патогенність окремих 
штамів ВГЗ-2 для морських свинок і різна їх чутливість до антивірусних речовин, тому вибір 
штаму вірусу в експерименті має велике значення, але бажано використовувати як чутливі, так 
і резистентні штами. Про активність досліджуваного антивірусного препарату роблять висно­
вок на підставі зменшення вираженості симптомів ураження геніталіїв у інфікованих тварин, 
скорочення строків одужання та числа рецидивів, наявності неврологічних симптомів та час­
тоти летальності. Також проводять виділення вірусу з уражених органів, визначають його титр 
і тривалість виділення. Крім того, проводять гістологічні дослідження для виявлення вірусене-
цифічних уражень у тканинах статевих органів, спинному мозку та спиномозкових гангліях. 

На новонароджених морських свинках розроблена експериментальна інфекція, спричинена 
вірусом вітряної віспи - герпес зостер. Процес характеризується наявністю вірусу в мононук-
леарних клітинах протягом кількох тижнів, у цей період вірус може бути виділений з носоглот­
ки і багатьох тканин організму, включаючи ЦНС, інколи спостерігається екзантема. Ця модель, 
на думку фахівців [22], придатна для випробування антивірусних речовин та дослідження 
особливостей патогенезу захворювання. Для вірусу вітряної віспи - герпес зостер також роз­
роблено гомологічну модель експериментальної інфекції мавп, інфікованих вірусом мавп. 
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Для інших представників родини герпесвірусів - вірусу цитомегалії та вірусу Епштейна-Барр 
відомі і застосовуються тільки гомологічні моделі. Це цитомегаловірусна інфекція морських сви­
нок і мишей, викликана відповідним цитомегаловірусом цих тварин. У першому випадку в інфі­
кованих тварин розвивається мононуклеоз з досить короткочасною віремією, спленомегалія, лім-
фадепопатія, інтерстиціальна пневмонія, ураження матки, що призводить до вродженого інфіку­
вання. Інфекційний процес може хронізуватись і супроводжуватись тривалим виділенням віру­
су із слинних залоз. У тварин з ознаками імуносупресії розвивається тяжке ураження внутрішніх 
органів. Усі ці симптоми близькі до відомих у разі цитомегаловірусиоі інфекції людини, а тому 
вказана модель може бути застосована для випробування антивірусних речовин [221. 

У випадку інфікування мишей цитомегаловірусом розвивається інтерстиціальна пневмонія, 
на цій моделі був свого часу досліджений ганцикловір [16]. Як модель захворювання, спричине­
ного вірусом Епштейна-Барр, вважається латентна інфекція морських свинок, заражених лім-
фотропним герпесвірусом цих тварин (GPHLV). Вона характеризується ураженням В-лімфо-
цитів, довічним зберіганням вірусу в селезінці, здатністю до внутрішньоутробного інфікування. 
Антивірусний ефект досліджуваної речовини може тестуватись за здатністю виливати па латен­
тне збереження вірусу в організмі. Необхідно зазначити, що як об'єкт антивірусних досліджень 
вірус Епштейна-Барр використовується дуже рідко, особливо в дослідах in vivo [ 16|. 

33 Експериментальна модель грипозної інфекції 

Адекватною лабораторною моделлю є самці білих нелінійних мишей або мишей лінії BALB, 
C57W масою 13-14 г. АП в об'ємі 0,2 мл вводять у шлунок спеціальним шприцем, голка якого 
на кінці має оливу. Вірус грипу штам A/PR-8 (або інший, адаптований до мишей) в об'ємі 
0,1 мл, що містить 1 чи 10 летальних доз, вводять через носові ходи під ефірним наркозом. Для 
розведення вірусу використовують фізіологічний розчин з рН 7,2. 

Схема досліду на першому етапі передбачає змішане (лікувально-профілактичне) випробу­
вання АГІ, який вводять за 24 і 1 год до інфікування, через 24, 48 і 72 год після інфікування. 

Облік активності проводиться за показником летальності, вираховується тривалість інкуба­
ційного періоду (на всю групу тварин, взятих у дослід, в тому числі і загиблих) та за наявніс­
тю пневмоній при макроскопічному огляді легенів після розтину трупів тварин. 

Оцінка результатів здійснюється за кратністю захисту (КЗ) та індексом ефективності (IE). 
Сполуки, які виявляються активними за даними первинного відбору на мишах, підлягають 

подальшому вивченню за такою схемою. 
1. Визначення ХТІ на ембріонах і мишах. Якщо ХТІ на ембріонах < 1, а на мишах < 2, то по­

дальше вивчення таких АП недоцільне. 
2. Більш докладне вивчення сполук з ХТІ на мишах > 2 передбачає: 
а) визначення характеру дії (лікувальне, профілактичне); 
б) вивчення механізму антивірусноі дії: 
- вплив па динаміку розмноження вірусу в організмі тварини, 
- вплив на формування противірусного імунітету, 
- вплив на тяжкість та характер морфологічних змін, 
- вплив на токсичний компонент вірусу. 
Для кількісної оцінки токсигенної активності штаму вірусу грипу і відбору сполук з метою про­

філактики токсикозу рекомендується метод, в основі якого є здатність вірусного токсину ушкод­
жувати судини, збільшуючи їх проникність. Для відбору сполук з детоксикуючою дією мишей за­
ражають інтраназально токсигенним штамом вірусу грипу А. Через 3- 6 год та 1 і 3 дні мишам з 
дослідної (лікованої) і контрольної груп вводять внутрішньовенно (в хвостову вену або інтраор-
бітально) по 0,2 мл 1% розчину синьки Еванса з 5% альбуміну великої рогатої худоби; через 20 хв 
тварин присипляють ефіром, промивають через серце фізіологічним розчином легені, їх вида­
ляють і готують 10% суспензію, яку екстраіують 50% етиловим спиртом. Після центрифугуван-
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ня суспензії визначають концентрацію фарби шляхом фотоколориметрувания при зеленому 
світлофільтрі і довжині хвилі 520-540 нм. Аналіз одержаних даних дозволяє оцінити перспек­
тивність сполуки і дати рекомендації щодо подальшого вивчення і клінічних випробувань. 

3.4. Методика досліджень 

Для успішного дослідження нових антивірусних препаратів необхідне додержання таких 
умов [16, 22]. Шлях введення вірусу при інфікуванні експериментальних тварин мас бути 
максимально подібним до природного інфікування людини цим же вірусом, що, однак, не вик­
лючає моделювання інфекції при інших шляхах введення вірусу. Дослідження нових АП про­
водиться більше ніж на одному виді лабораторних тварин, оскільки добре відома різна ефек­
тивність АП у разі експериментальної інфекції, спричиненої одним вірусом людини на твари­
нах різних видів. Вид лабораторних тварин в експериментах in vivo повинен відповідати виду 
культури клітин in vitro. 

Нові препарати, що виявили більшу активність і/чи меншу токсичність, рекомендують для 
подальшого вивчення, зокрема визначення більш ефективного та простого режиму введення, 
дослідження механізму дії. У разі використання гетерологічної моделі експериментальної ін­
фекції постає питання адаптації досліджуваного вірусу людини до організму тварин, що пот­
рібно для чіткого відтворення захворювання і/або загибелі тварин через певний проміжок ча­
су. Дослід необхідно починати з високовірулентних польових штамів вірусу, що пройшли в 
лабораторії невелике число пасажів. Проте в деяких випадках використання очищеного віру­
су, клонованого в культурі клітин, мас переваги, бо вдається змоделювати розвиток захворю­
вання і летальність в певні короткі проміжки часу. Світовими центрами з експериментальної 
хіміотерапії зараз рекомендується використання як еталонних лабораторних, так і вірулен­
тних польових штамів вірусів, безпосередньо виділених від хворих. 

Для встановлення дозозалежної дії АП використовують помірно високі дози вірусу. Шлях 
введення вірусу обумовлюється конкретною моделлю вірусної інфекції, що використовуєть­
ся. Звичайно досліджують дві схеми введення АП: лікувальну та профілактичну. Згідно пер­
шої, інфікованим тваринам через добу вводять АП в дозі, розрахованій в міліграмах речовини 
па кг ваги тварини. Досліджуваний АП вводять шляхом, який забезпечує високий рівень про­
никнення його до органа-мішені для вірусу. Препарат вводять один чи два рази на добу про­
тягом 4-8 днів. Інколи введення затримують на кілька діб до розвитку клінічних ознак експе­
риментальної інфекції, що подібне до реальної клінічної ситуації. 

Системне введення АП проводиться інтраперитонеально, внутрішньом'язово, підшкірно, 
шляхом інгаляцій, інфузій або з їжею чи питвом. Інколи АП випробовують місцево у вигляді 
мазей або гелів. У разі профілактичного застосування АП вводиться перед інфікуванням тва­
рини або одночасно з ним [10J. Протокол досліду включає: 1) група досліду: тваринам вво­
диться вірус і АП, 2) група контролів: а) група тварин, яким вводять тільки вірус, б) тваринам 
вводять тільки розчинник антивірусного препарату, в) плацебо-група, тобто група інфікова­
них вірусом тварин, яким вводять розчинник АП. 

Ліковані та контрольні тварини спостерігаються певний час, інколи від 14 до 21 доби після 
припинення антивірусного лікування, що обумовлюється особливостями конкретної вірусної 
моделі. Щоденно у тварин визначається вираженість тих чи інших ознак хвороби, суттєвих 
для моделей, за якими оцінюється антивірусний ефект. Одночасно такі ж дослідження вико­
нуються на групі неінфікованих тварин, яким вводять АП для оцінки його токсичності [22]. 

3.5. Параметри та критерії оцінки дії антивірусних препаратів 
на моделях in vivo 

Параметри, за якими оцінюється активність нового АП, можуть бути клінічні, включаючи 
летальність тварин, вірусологічні, гістологічні. їх вибір визначається особливостями, прита­
манними певній експериментальній моделі вірусної інфекції. 
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Досить часто в експериментальній хіміотерапії порівнюють показники летальності лікова­
них та контрольних інфікованих тварин. Цей прийом можна застосовувати з вірусом, адапто­
ваним до тварин даного виду та інфікованих летальною дозою. Звичайно використовують три 
дози (5, 10 та ЗО ЛД50 вірусу). Прикладом використання клінічних- критеріїв є порівняння 
кількості тварин у дослідній та контрольній групах, у яких розвилась чітка грипозна пневмо­
нія при інфікуванні невеликою (1-Ю ЛД50) дозою вірусу. Облік результатів інфікування та 
впливу АП може бути проведений методом імунофлуоресценції, за допомогою якого визнача­
ються вірусні ураження (скупчення вірусного антигену) в органах-мішенях у тварин дослід­
ної та контрольної груп. Подібні дослідження можна провести, аналізуючи наявність і титри 
інфекційності вірусу в органах-мішенях, для чого суспензією органів інфікують чутливу до ві­
русу культуру клітин чи курячі ембріони, що розвиваються. Звичайно для інфікування тва­
рин використовують мінімальні дози вірусу (1-5 ЛД50). Про антивірусний ефект досліджува­
ного препарату можна судити за зменшенням кількості тварин у дослідній групі порівняно з 
контрольною, в яких спостерігається зростання титру специфічних противірусних антитіл. 
Цей методичний прийом може бути використаний при експериментуванні з адаптованим чи 
неадаптоваиим вірусом та інфікуванні тварин мінімальною дозою вірусу. 

Для оцінки результатів випробування нового антивірусного препарату розраховують відсо­
ток загиблих (захворілих) тварин у дослідній та контрольній групах, середню помилку, віро­
гідність різниці за t-тестом та рівень значущості різниці [6J. Середню помилку вираховують 
за формулою: 

т = V п-1 ' 
де Р - відсоток загибелі тварин, п - число тварин в групі. Для визначення достовірності різ­

ниці в показнику летальності (чи іншому подібному) тварин дослідної та контрольної груп 
розраховують коефіцент t за формулою: 

Р -Р 
t = КОНТР. * ДОСЛ. 

V '"контр. *тдосл. 

Різниця вважається достовірною (вірогідною), якщо одержаний коефіцієнт t перевищує 
значення цього коефіцієнту за таблицею Стьюдента при числі ступенів свободи пі + п2 - 2 та 
довірчому рівні 95% чи, краще 99%. Рівень значущості різниці (р) також визначається за таб­
лицею Стюдента як 100%—95% чи 100%—99%. Тобто різниця між певним показником в дос­
лідній та контрольній групах достовірна, якщо р < 5% чи р < 1% [ 11. 

Іншими показниками активності досліджуваної речовини є коефіцієнт (кратність) захисту 
(КЗ) та індекс ефективності (IE). Коефіцієнт захисту вираховується за формулою: 

теч ^ відсоток загиблих тварин у контролі 
відсоток загиблих тварин у досліді 

КЗ означає кратність зменшення в дослідній групі кількості загиблих тварин, яким вводили 
антивірусну речовину, по відношенню до контролю. Аналогічно цей показник обчислюється 
в тому разі, якщо досліджується вплив речовини на кількість захворілих тварин. Індекс ефек­
тивності (у відсотках) обчислюється за такою формулою: 

І Е = - ^ | ~ - 1 0 0 

Критерії оцінки активності антивірусної речовини за показником IE прийняті такі: значен­
ня IE 0-29% оцінюється як негативне, 30-39%, 40-59%, 60-79% та понад 80% - відповідно в 
один, два, три та чотири плюси. АП вважається активним, якщо IE дорівнює трьом чи чотирь­
ом плюсам або перевищує 60% [5]. 
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Обов'язковими показниками, що характеризують захисні властивості досліджуваного АП, є 
такі: СТЖ (середня тривалість життя), ЕД50 (величина ефективної добової дози препарату, що 
забезпечує виживання 50% тварин) та ХТІ (хіміотерапевтичний індекс). Показник СТЖ визна­
чається як різниця середньої добової тривалості життя тварин у дослідній та контрольній гру­
пах за період до загибелі їх в останній. Про наявність антивірусної дії препарату свідчить статис­
тично достовірне збільшення цього показника в дослідній групі порівняно з контрольною. 

Показник ЕД30 визначають за методом Кербера [1] або графічно на кривій, ідо характеризує 
дозозалежний ефект речовини і визначається при використанні однієї (постійної) інфікуючої 
дози вірусу. Принцип її побудови викладений раніше, він включає попереднє обчислення ко­
ефіцієнта та рівняння регресії. 

Мінімально ефективною дозою досліджуваного препарату є така, що забезпечує виживання 
не менше половини тварин у дослідній групі при загибелі в контрольній групі 90-95% тварин; 
досить ефективною можна вважати дозу речовини, що забезпечує виживання 70% тварин, ви­
сокоефективною - ту, що забезпечує повне виживання тварин у дослідній групі. Якщо заги­
бель тварин у контрольній групі становить 50%, то за активну дозу препарату треба вважати 
ту, що забезпечить виживання всіх (майже всіх) тварин у дослідній групі. Достовірність різ­
ниці в дослідній та контрольній групах визначається за допомогою критерію %2 (хі -квадрат) 
при рівні значущості р, що дорівнює 5%. 

Завершальним етапом випробувань антивірусного препарату є визначення показника ХТІ 
за формулою: 

YTT - вища нелетальна токсична доза 
середня ефективна доза (ЕД50) 

Необхідним попереднім етапом є визначення токсичності препарату для неінфікованих тва­
рин і обчислення показника ЛД50 (летальної для половини тварин дози АП) за методом Кер­
бера. Цей показник дає певну інформацію про токсичність препарату in vivo і потрібен для ви­
бору робочої дози препарату. Для визначення вищої нелегальної токсичної дози тваринам 
вводять 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ЛД50 та вираховують відсоток виживання тварин [4|. За ре­
комендацією інших фахівців [10J, ХТІ визначають як відношення ЛД50 до ЕД50, тобто в дано­
му випадку дещо знижуються вимоги до токсичності препарату. 

Критерії оцінки активності досліджуваної речовини за показником ХТІ та індексом ефек­
тивності (IE) рекомендуються такі: речовина, що має IE 70% або вище і ХТІ 8-16, вважаєть­
ся кандидатом для початкових клінічних іспитів і підлягає детальному токсико-фармаколо-
гічному вивченню. Речовина, що має IE близько 50% при загибелі в контролі 90% іварин і 
ХТІ, рівний 4 або вище, розглядається як активна речовина [4|. 

Слід зауважити, що досить часто токсичність антивірусної речовини для інфікованих іва­
рин значно підвищується. Крім того, бажано, щоб загальна кількість речовини, що вводиться 
інфікованим тваринам, не перевищувала її вищої нелегальної токсичної дози. 

4. Вивчення інтерфероногенної активності препаратів 

4.1. Скринінг та оцінка індукторів інтерферону in vitro 

Одним з методів боротьби з вірусними інфекціями є стимуляція (індукція) інтерферону 
безпосередньо в організмі, який забезпечує неспецифічну резистентність до широкого кола ві­
русів 1211. 

Пошук активних індукторів інтерферону виявив інтерфероногенні властивості у вірусів, 
бактерій і бактеріальних ліпоиолісахаридів, природних та синтетичних речовин, відомих хімі­
опрепаратів та інших сполук [5,10]. 

У зв'язку з вищенаведеним, актуальним є скринінг різних речовин з метою виявлення їх інтер-
фероногенних та антивірусних властивостей. Накопичений нами досвід дослідження індукторів 
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інтерферону і вивчення особливостей інтерфероногенезу iv vitro та in vivo дозволяє сформулю­
вати основні положення виявлення та оцінки індукторів інтерферону, які наводяться нижче. 

Культура клітин. Для первинного скринінгу препаратів використовують лейкоцити крові 
донора 0 (1) групи. Визначення активності утвореного інтерферону проводять на первинно-
триисинізованій культурі клітин шкірно-м'язової тканини ембріонів людини (ШМТЕЛ), 
диплоїдних клітинах, перещеплюваній лінії L41 (лімфоїдні клітини людини), чутливих до а-
та у-інтерферону. Клітини в концентрації 3-Ю6 кл./мл вирощують у планшетах з плоским 
дном в об'ємі 0,2 мл чи в пробірках в об'ємі 1,0 мл. Культури в планшетах потребують термос­
тату з 5% С02. 

Середовище. Для вирощування клітин використовують середовища 199 та Ігла у співвідно­
шенні 1:1 з додаванням 10% сироватки крові великої рогатої худоби, інактивованоі при 56°С 
протягом ЗО хв, та антибіотиків. Середовище підтримки (С) складається з середовищ 199 та 
Ігла з 2% сироватки. 

Постановка досліду: 
а) Визначення індукції інтерферону 
До суспензії лейкоцитів людини додають досліджуваний препарат, розчинений у середови­

щі 199 до концентрації 10-100 мкг/мл. Через 24 год у культуральній рідині визначають наяв­
ність інтерферону і його активність. 

б) Визначення активності інтерферону 
Використовують моношар клітин ШМТЕЛ чи L41. Готують двократні розведення дослід­

жуваної культуральної рідини (з досліду «а») в середовищі 199. На кожне розведення вико­
ристовують по 4 лунки або пробірки з клітинами. Попередньо з них зливають поживне сере­
довище, промивають чистим середовищем 199 і додають на 24 год до кожної лунки (пробір­
ки) по 0,1 мл (або відповідно 1,0 мл) досліджуваної культуральної рідини, 4 лунки (пробірки) 
залишають для контролю, замінивши в них поживне середовище на підтримуюче. 

Визначення інтерферону проводять за допомогою індикаторного вірусу, зокрема вірусу вези­
кулярного стоматиту (ВВС). Вірус заздалегіть титрують на культурі L41 і використовують у 
дозі 100 ТЦД50. До кожної лунки ( пробірки) додають визначену дозу ВВС, для контролю ві­
русу використовують 4 лунки (пробірки) на кожне його десятикратне розведення від 100 до 0,1 
ТЦД50. Дослідні і контрольні планшети (пробірки) інкубують 24-48 год у термостаті при 37°С. 

Як препарат порівняння використовують відомий препарат інтерферону з відомою актив­
ністю в міжнародних одиницях (МО), найчастіше лаферон чи реаферон, він позначається як 
стандартний зразок (СЗ). Дослід з ним ставлять паралельно з основним для порівняння дії 
АП, що вивчається. 

Визначення активності інтерферону здійснюється через 24-48 год, коли доза внесеного 
ВВС (100 ТЦД50) викликає повну дегенерацію клітин у контролі вірусу (KB) за відсутності 
дегенерації в неінфікованій культурі. 

За титр інтерферону в ОД (одиницях дії) приймають величину, зворотну розведенню препара­
ту, при якому культура клітин в 50% лунок (пробірок) була повністю захищена від цитопатоген-
пої дії індикаторного вірусу. Розрахунок активності інтерферону в МО ведеться за формулою: 

активність СЗ (в МО) 
X = титр зразка в ОД/мл • — — -п , де 

титрСЗ 
X - активність інтерферону, індукованого в досліді препаратом, що вивчається, виражена в 

МО/мл, 
ОД - титр інтерферону в дослідній групі, 
МО - міжнародні одиниці, 
чисельник - активність інтерферону - СЗ в МО, яка відома заздалегідь, 
знаменник - титр інтерферону СЗ, отриманий в даному досліді і виражений в одиницях дії, 

зворотних до розведення препарату. 
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ПІСЛЯ визначення інтерфероніндукуючої активності препаратів у культурі лейкоцитів виз­
начають тип інтерферону, а також динаміку його індукції in vivo. 

Тип індукованого інтерферону визначають за кислото- та термостійкістю для а-інтерферо-
ну чи кислото- та термочутливістю для у-інтерферону. Типування індукованих інтерферонів 
також здійснюється в реакції нейтралізації з моноклональними антитілами до а - і у-інтерфе­
ронів. 

4.2. Дослідження інтерфероногенної активності АП in vivo 

Використовують нелінійних білих мишей масою 12-14 г, які є активними продуцентами ін­
терферону. Препарат вводять внутрішньовенно в об'ємі 0,05 мл в різних дозах, використову­
ючи по 20 тварин на кожну дозу. Через 2, 4,8,12 і 24 год беруть кров від 4 мишей з кожної гру­
пи, об'єднують в одну пробірку для кожної групи і отримують сироватку за загальною мето­
дикою. 

Перед визначенням активності інтерферону сироватку крові обробляють 4N НС1, доводячи 
рН до 2,0, інкубують при 4°С протягом 2-4 діб (залежно від кислотостійкості досліджуваного 
вірусу), після чого рН доводять 4N NaOH до 7,2. 

При скринінгу неінфекційних індукторів обробку сироватки кислотою та лугом не прово­
дять. 

Титрування інтерферону. 
Титрування проводять на клітинах L929 - фібробластних клітинах мишей. Посівна концен­

трація клітин - 2-Ю5 кл./мл. Моношар клітин формується через 24-48 год росту. З пробірок 
видаляють середовище і вносять по 1 мл сироватки мишей, яка розведена від 1:32 до 1:16384 
середовищем С 

На кожне розведення сироватки використовують по 2 пробірки з культурою клітин. Пробір­
ки інкубують при 37°С 24 год, після чого вносять 100 ТЦД50 ВВС в об'ємі 0,1 мл. За контролі 
в експерименті слугують пробірки з клітинами, до яких внесено 1 мл середовища С (К клі­
тин), і 3 пробірки з клітинами, до яких додають дозу індикаторного вірусу - контроль вірусу 
(KB). Після внесення вірусу пробірки з культурою клітин інкубують при 37°С протягом 
24-48 год і проводять облік результатів за умови, що в контролі клітин не спостерігаються ци-
тодеструктивні зміни, а в контролі вірусу реєструється повна дегенерація клітин. 

За титр інтерферону приймається кінцеве розведення сироватки, яке забезпечує захист 50% 
моношару клітин від ЦПД індикаторного вірусу. 

Інтерфероногенна активність індукторів інтерферону оцінюється за двома показниками 
[10J, необхідними для порівняння індукторів різного походження: 

1. Індукуюча інтерферон мінімальна доза (ІІДмін). 
2. Показник активності індуктора (ПАЇ). 
За ІІДмін приймається мінімальна кількість препарату (в мкг/кг маси тварини), яка викли­

кає продукцію сироваткового інтерферону в титрі не нижче 1:32. Треба мати на увазі, що в си­
роватках мишей та мавп можуть міститися інгібітори, які пригнічують репродукцію індика­
торного вірусу до розведення 1:16. 

Для індукторів неінфекційної природи ПД50 позначається в мкг/кг, для індукторів інфек­
ційної природи - в lg ІД50. Так, для мишей ІІДмін відомого індуктора полі І:Ц становить 
100 мкг/кг маси, а ІІДмін для комплексу полі І:Ц з полі L-лізином - 10 мкг/кг. Для маші 
ІІДмін полі І:Ц становить понад 1000 мкг/кг, а для комплексу полі І:Ц з полі L-лізииом -
300 мкг/кг. У разі вірусних індукторів ІІДмін для вірусу хвороби Ньюкасла дорівнює 6 lg 1Д50, 
для вірусу грипу - 7 lg ІД50, для вірусу поліомієліту - понад 8 lg ІД30. 

Показник ПАЇ прийнято виражати у вигляді дробу. У чисельнику вказується мінімальна до­
за індуктора (мкг/кг маси тварини), яка викликає при внутрішньовенному введенні певному 
виду тварин утворення максимального титру сироваткового інтерферону. Отже, чисельник 
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виражає ту межу кількості досліджуваної речовини, вище якої досліджуваний індуктор не 
здатен виробляти інтерферон, тобто це кількість речовини, яка виводить утворення інтерфе­
рону на «плато». У знаменнику ПАЇ вказується максимальна кількість (в од/мл) сироватко­
вого інтерферону, індукованого дозою індуктора, вказаною у чисельнику. Загалом ПАЇ харак­
теризує інтерфероніндукуючу потенцію даного індуктора. 

Так, для бактеріального ліпополісахариду - пірогеналу ПАЇ для мишей дорівнює 8,3/512, 
тобто при введенні мишам пірогеналу в дозі 8,3 мкг/кг маси або більшої його кількості проду­
кується не більше 512 одиниць сироваткового інтерферону. Отже, скільки б не підвищували 
дозу пірогеналу, він не здатний індукувати більшу кількість інтерферону. Для полі І:Ц ПАЇ 
дорівнює 5/16384, а для полі І:Ц з полі L-лізином ~ 1/16384. Звідси, чим менше чисельник і 
більше знаменник, тим вищу інтерфероногенну активність має індуктор. У разі вірусів ПАЇ 
для вірусу хвороби Ньюкасла дорівнює 106/16384, вірусу грипу - 107/512, вірусу поліомієлі­
ту - 108/154. 

Загалом, чим менший дріб, тим активніший індуктор інтерферону. 
Якщо знаменник ПАЇ не перевищує 32, то подальше дослідження препарату вважається не­

доцільним. При більш високих показниках активності препарату переходять до наступного 
етапу досліджень. 

43. Вивчення захисної дії активного індуктора інтерферону in vivo 

Протягом років, що пройшли з моменту відкриття інтерферону (1957), доволі чітко визна­
чено коло захворювань, для яких показано застосування інтерферону і його індукторів. З ві­
русних інфекцій це передусім грип, ГРЗ (рино-, рео- та PC-вірусні інфекції), герпес, вірусні 
гепатити, сказ та інші. Тому визначення в експерименті потенційних індукторів інтерферону 
проводиться саме на цих вірусних моделях на тваринах. 

Тварини. Використовуються білі нелінійні миші-самці масою 12-14 г, кролі масою 2-2,5 кг, 
морські свинки масою 250-300 г, а в деяких дослідах - макаки резус масою 1,5-2 кг. 

Доза препарату. Токсичність індуктора (ЛД50) визначають у дослідах на відповідних твари­
нах шляхом введення послідовних розведень препарату. За робочу дозу слід взяти 1/4 ЛД5(). 

Схема дослідження. Робочу дозу індуктора вводять тваринам за 18- 24 год до початку експе­
рименту, а далі - щодобово протягом інкубаційного періоду хвороби та в перші 3-5 діб клініч­
них проявів. 

Експериментальна модель. Залежно від завдань обирається вірус, який попередньо титру­
ється на чутливих тваринах. Доза вірусу повинна призводити до загибелі чи прояву інфекції 
у 50-95% тварин. 

Наприклад, рекомендується використовувати вірус грипу, адаптований до мишей штам, що 
викликає загибель 50-95% тварин при інтраназальному зараженні, або вірус герпесу звичай­
ного 1-го типу, штам MS у титрі 10*-105 ТЦД50, який викликає у понад 50% кролів герпетич-
ний кератит при скарифікації рогівки з втиранням вірусу. 

За необхідності використовують вірус вакцини, який при введенні 106 ІД50 викликає 
вісп'яний кератит у кролів. 

Оцінка захисної ефективності індуктора і обчислення його хіміотерапевтичного індексу 
здійснюється як наведено вище [4,10). 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ НОВИХ 
ГІПОГЛІКЕМІЧНИХ ЗАСОБІВ 

Полторак В.В., 
Горбенко H.I. 

Вступ 

У фармакотерапії цукрового діабету головною метою залишається досягнення стану, близь­
кого до нормоглікемії, що дозволяє попередити та послабити розвиток діабетичних мікро- та 
макроангіопатій, які суттєво знижують тривалість та якість життя хворих. 

Підвищення концентрації глюкози в плазмі крові за умов цукрового діабету 2 типу виникає 
внаслідок двох патогенетичних механізмів: прогресуючого зниження секреції інсуліну та ре­
зистентності до дії гормону, що зумовлено порушенням метаболічних процесів у різних орга­
нах, перш за все, у печінці, підшлунковій залозі та м'язах. Відомо, що за підвищення глюкози 
в крові хворих натще відповідальні процеси, які призводять до надмірної продукції глюкози 
печінкою (гальмування гліколізу та активація глюконеогснезу). В той же час зростання кон­
центрації цукру в крові після прийому їжі (постпрандіальна глікемія) залежить від процесів, 
які гальмують утилізацію глюкози периферичними тканинами, насамперед, м'язами. До них 
належить зниження синтезу глікогену через послаблення активності глікогенсинтази та окис­
лення глюкози внаслідок дефекту в ніруватдегідрогеназному комплексі. Порушення секре­
торної функції панкреатичних бета-клітин, яке проявляється в гальмуванні та послабленні 
першої фази інсулінової відповіді на підвищений рівень глюкози, також сприяє зростанню ба­
зальної та постпрандіальної глікемії [1]. 

У зв'язку з тим, що гіперглікемія у хворих на цукровий діабет характеризується підвищеним 
порівняно з нормою рівнем цукру в крові як натще, так і після прийому їжі, корекції потребу­
ють обидва її компоненти. 

Враховуючи мультифакторіальність патогенезу гіперглікемії за умов цукрового діабету 2 
типу, існуючі та потенційні гіпоглікемічні препарати можуть виказувати цукрозиижуючий 
ефект різними шляхами. Головними з них є гальмування абсорбції вуїлеводів у кишечнику, 
зниження продукції глюкози печінкою, посилення секреторної функції панкреатичних бета-
клітин, підвищення чутливості периферичних тканин до дії інсуліну [2]. При цьому, деякі гі­
поглікемічні препарати можуть діяти не в одному, а одразу в кількох напрямах. 

Слід зазначити, що деякі групи пероральних гіпоглікемічних препаратів (бігуаніди, тіазолі-
диндіони, інгібітори а-глюкозидази) можуть застосовуватися не тільки у хворих на цукровий 
діабет 2 типу з достатньо збереженим інсулін-иродукуючим апаратом підшлункової залози, а 
також у хворих на цукровий діабет 1 типу з абсолютним дефіцитом ендогенного інсуліну. В 
останньому випадку вищезазначені препарати дозволяють знизити дозу екзогенного інсуліну 
для забезпечення відповідного глікемічпого контролю і тим самим зменшити ризик атероге-
нсзу [3|. 

Необхідність складання патогенетично обгрунтованих показань для клінічного досліджен­
ня нових гіпоглікемічних засобів обумовлює необхідність застосування на доклінічній стадії 
різних моделей інсулінзалежного та інсуліннезалежного цукрового діабету, які відтворюють 
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провідні ланки патогенетичного процесу у людини. Беручи до уваги важливість генетичного 
фону для реалізації специфічної дії антидіабетичних препаратів, вважається доцільним вико­
ристання тварин як з хімічно-індукованими, так і з генетично-детермінованими формами аб­
солютної та відносної інсулінової недостатності [4]. При цьому визначальним критерієм для 
вибору моделі є передбачуваний механізм дії нового аитидіабетичного засобу та максимальна 
патогенетична адекватність формі цукрового діабету та стадії захворювання, за яких плану­
ється клінічне вивчення препарату. 

Дослідження повинні виконуватися за умов додержання принципів гуманного ставлення до 
тварин в відповідності до Етичного кодексу Ради міжнародних медичних організацій по про­
веденню експериментів з використанням тварин (1985). 

1. Первинний фармакологічний скринінг нових речовин 
з гіпоглікемічними властивостями 

Можливу гіпоглікемічну активність нової речовини оцінюють за змінами концентрації глю­
кози крові тварин після її одноразового введення. Якщо досліджувана сполука належить до хі­
мічного класу, представники якого на сьогодні не застосовуються у клінічній практиці як гі­
поглікемічні засоби, первинний скринінг потрібно проводити на двох видах теплокровних 
тварин (бажано на гризунах та негризунах). Якщо нова речовина належить до відомого класу 
лікарських препаратів, наприклад до похідних сульфонілсечовини або до бігуанідів, то цук-
рознижуючий ефект оцінюється на одному виді тварин, який чутливий до гіпоглікемічної дії 
даної групи. Так, до цукрознижуючого ефекту бігуанідів найбільш чутливими є мурчаки та 
щури, а малочутливими або зовсім нечутливими - кролі та собаки [5]. Дослідження гіпогліке­
мічних властивостей препаратів сульфонілсечовини доцільно проводити на щурах, кролях та 
собаках. 

Для підвищення відсотка виявлення сполук з гіпоглікемічною дією вже на стадії первинно­
го скринінгу рекомендується проведення вибіркових досліджень на тваринах з цукровим діа­
бетом. Так, відомо, що деякі цукрознижуючі засоби (наприклад, тіазолідиндіони) не змінюють 
рівень глюкози в крові інтактних тварин, виказуючи суттєвий гіпоглікемічний ефект у діабе­
тичних мишей з ожирінням [6]. 

При проведенні експериментів на інтактних тваринах необхідно пам'ятати, що виявлення гі­
поглікемічного ефекту залежить не тільки від дози сполуки, але й від умов її всмоктування в 
шлунково-кишковому тракті. Так, у гризунів на відміну від людини та м'ясоїдних тварин (со­
баки, кішки) всмоктування препаратів сульфонілсечовини гальмується через незначну кіль-

^ кість лугів у кишечнику. Тому останнім препарати стльфшілсечовиші потрібно _вводити у 
вигляді натрієвої солі або з додаванням лугу, який утворює з вищезазначеними похідними 
добре розчинні солі, що сприяє їх швидкому всмоктуванню [5J. 

Виразність цукрознижуючого ефекту препаратів у інтактних тварин також залежить від ха­
рактеру харчування і тому скринінг необхідно проводити на тваринах, які щонайменше про­
тягом тижня отримували стандартний корм з достатньою кількістю вуглеводів. Для того щоб 
виключити вплив їжі па всмоктування досліджуваної речовини необхідно припинити годуван­
ня тварин перед дослідом: кролів, собак - за 16-18 годин; мишей, щурів та інших невеликих 
тварин - за 4-6 годин (для зручності в деяких випадках їх залишають голодними протягом 
ночі). Більш тривале голодування небажане в зв'язку з тим, що в цьому випадку знижується 
виразність цукрознижуючого ефекту препарату. 

Речовину, що досліджується, потрібно вводити иерорально за допомогою зонда у вигляді 
водного розчину або 3-5% тонкодисперсної водної емульсії, стабілізованої твіном-80, у ви­
падку нерозчинності сполуки в воді. Доза препарату, частота та тривалість відбору проби 
крові для аналізу визначаються експериментатором в залежності від класу сполуки та виду 
тварин. 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

Визначення глюкози в крові проводиться будь-яким інформативним методом [7] і в тому чис­
лі з використанням експрес-аналізаторів («Ексан-Г», «HIPOGUARD Surpreme, «GLUCO-
CARD», «One-Touch» та інші). Звичайно у кролів та більш великих тварин проби крові для ана­
лізу беруть до та після перорального введення препарату щогодини протягом 8-12 годин, у щу­
рів - до та через 2, 4, 6, 8 годин після введення речовини. Скринінг проводиться не менш ніж з 
двома дозами речовини, одна з яких в 5-Ю раз перевищує іншу. Більшість цукрознижуючих пре­
паратів діють в діапазоні доз від 5 мг/кг маси тіла до 200 мг/кг маси тіла. Вибір доз для дослід­
ження нової речовини повинен базуватися на ефективності лікарських засобів, які є найближчи­
ми структурними аналогами даної речовини, або подібні їй за механізмом цукрознижуючої дії, 
що передбачається. На кожну дозу при проведенні скринінгу необхідно використовувати щонай­
менше 3 кролів та 4 щурів. В кожну серію експерименту необхідно також обов'язково включати 
контрольну групу (тварини, які отримують плацебо) та групу, якій вводять відомий цукрознижу-
ючий препарат, що максимально наближається до нової речовини за структурою або за механіз­
мом дії. Доцільність такого «подвійного контролю» зумовлена наявністю сезонних та добових ко­
ливань в секреції інсуліну, його біологічній дії та толерантності до вуглеводів [8J. 

При встановленні гіпоглікемічного ефекту в першу чергу потрібно визначити мінімально 
ефективну (иорогову) та максимально ефективну дози. Мінімально ефективна доза - це доза, 
яка призводить до зниження базальної глікемії у інтактних тварин (або за умов цукрового ді­
абету) не менш, ніж на 10% порівняно з вихідним рівнем після вирахування спонтанних коли­
вань вмісту глюкози в крові контрольної групи, що отримувала плацебо [9]. Максимально 
ефективна доза - це доза, підвищення якої не призводить до посилення цукрознижуючої дії 
речовини, тобто не викликає подальшого зменшення концентрації глюкози в крові [10J. 

При оцінці цукрознижуючої дії речовини в динаміці, окрім визначення відсотку падіння глі­
кемії в окремих інтервалах дослідження та часу досягнення максимального гіпоглікемічного 
ефекту, доцільно розраховувати інтегральний показник - площину під кривою зниження глю­
кози в крові протягом експерименту (ммоль/лхв) за допомогою комп'ютерної програми 
«Mathlab». Аналізуючи всі показники, вираховують коливання глікемії, які спостерігають в 
контрольній групі, що отримувала илацебо. Кінцевий результат порівнюють з гіпоглікемічним 
ефектом відомого цукрознижуючого засобу, який використовували як референс-препарат. 

2. Вивчення специфічної (антидіабетичної) дії біологічно активних сполук 

При оцінці специфічної (антидіабетичної) дії нової речовини необхідно визначити її перева­
ги над існуючими лікарськими засобами за показниками гіпоглікемічної активності, токсич­
ності або інші додаткові властивості, які обґрунтовують доцільність впровадження нової спо­
луки в якості фармакологічного препарату в клінічну практику. Якщо досліджується відомий 
препарат, синтез якого був відтворений за нових умов, то потрібно довести подібність його те­
рапевтичної активності оригіналу. 

Вивчення специфічної антидіабетичної активності речовини проводять на моделях поруше­
ної толерантності до вуглеводів та цукрового діабету різного генезу, вибір яких залежить від 
передбачуваного механізму дії сполуки, що вивчається. Характеристика цукрознижуючого 
ефекту нової речовини обов'язково включає оцінку її активності за умов одноразового та три­
валого використання ( не менше 2-3 тижнів). Останнє необхідне для того, щоб в повній мірі 
проявився реабілітаційний ефект сполуки на показники гомеостазу глюкози. 

Для хронічного призначення використовують максимально ефективну дозу речовини, яка 
не призводить до клінічних проявів гіпоглікемії, що супроводжуються розвитком контрінсу-
лінових реакцій і знижують терапевтичну активність сполуки. 

Кожна серія експериментів повинна також включати групу діабетичних тварин, які отриму­
ють за аналогічною схемою плацебо (діабетичний контроль), групу інтактних тварин (інтак­
тний контроль) та групу діабетичних тварин, яким вводять референс-препарат. Слід зазначи-
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ти, що вихідний рівень гіперглікемії в групі діабетичного контролю та в групі діабетичних тва­
рин, які отримують нову речовину та стандартний препарат, повинен бути однаковим. 

Характеристику глюкозного гомеостазу проводять за рівнем базальної глікемії, інсулінемії 
та толерантності до вуглеводів, яку визначають за допомогою тестів навантаження глюкозою. 

Оральний тест толерантності до глюкози (ОТТГ) - глюкозу (3 r/кг маси тіла) вводять за 
допомогою зонду перорально. Проби крові для аналізу глюкози відбирають до та через 15, ЗО, 
60 та 120 хвилин після навантаження. 

Внутрішньовенний тест толерантності до глюкози (ВТТГ) - глюкозу (500 мг/кг маси тіла) 
вводять внутрішньовенно. Проби крові для аналізу глюкози відбирають до та через 5,10, ЗО та 
60 хвилин після навантаження. 

Внутрішньоочеревинний тест толерантності до глюкози (ВЧТТГ) - глюкозу (2 г/кг маси ті­
ла) вводять внутрішньоочеревинно. Проби крові для аналізу глюкози відбирають до та через 
15, ЗО та 45 хвилин після навантаження. 

Глюкозоінфузійний тест - внутрішньовенне швидке введення глюкози (330 мг/кг маси ті­
ла), а потім 60-хвилинна інфузія з постійною швидкістю (12 мг/кг маси тіла). Проби крові для 
аналізу глюкози відбирають до та через 5,10, ЗО та 60 хвилин від початку інфузії. 

При аналізі результатів тесту толерантності до вуглеводів порівнюється характер глікемічної 
реакції (глікемічна крива) до та після хронічного застосування нової цукрознижуючої речови­
ни. Обов'язковим є також аналіз в кожній серії експерименту глікемічних кривих в групах ін­
тактного і діабетичного контролю та діабетичної групи, що отримувала стандартний препарат. 
Це дозволить коректно оцінити терапевтичний ефект сполуки на утилізацію глюкози, що особ­
ливо важливо в випадку відсутності помітного впливу на базальний рівень глюкози в крові. 

Глікемічну реакцію при проведенні тесту толерантності до вуглеводів оцінюють за показни­
ками інтегральної глікемії та за площею під глікемічними кривими (ммоль/лхв). Інтегральну 
глікемію розраховують, складаючи показники в усіх досліджуваних інтервалах при проведен­
ні тесту. Площу під глікемічними кривими обчислюють за допомогою комп'ютерної програми 
«Mathlab». 

Інсулінемію оцінюють за допомогою наборів для імунорадіометричного та імунофермен-
тного визначення. 

Слід зазначити, що у випадку хронічного застосування речовини (понад 1 місяць) на вели­
ких тваринах (кролі, собаки) більш інформативним показником зниження цукру в крові мо­
же бути не базальна глікемія, а вміст глікозильованого гемоглобіну (НЬАІС) [11]. 

З метою оцінки можливого впливу речовини на морфоструктуру ендокринної частини під­
шлункової залози після завершення хронічного експерименту необхідно провести гістологіч­
ний аналіз даного органу у тварин усіх чотирьох груп. 

У випадку дослідження нової цукрознижуючої сполуки на стадії доклінічного вивчення не­
обхідно з'ясувати домінуючий напрямок в реалізації її специфічної активності. Насамперед 
потрібно визначити вплив речовини на секреторну реакцію панкреатичних бета-клітин та на 
чутливість периферичних тканин до дії інсуліну. 

Секреторну реакцію панкреатичних бета-клітин оцінюють за рівнем інсуліну в сироватці 
крові як у базальному стані, так і у відповідь на підвищений рівень глюкози (під час тесту то­
лерантності до вуглеводів). 

Поглиблені дослідження бета-цитотропної дії пероральних цукрознижуючих препаратів мо­
жуть включати вивчення біосинтезу та секреції інсуліну ізольованими острівцями Лангерган-
са підшлункової залози щурів та мишей. Крім того, вміст інсуліну в підшлунковій залозі та­
кож є інтегральним показником синтезу та секреції гормону бета-клітинами. 

Порушення секреції інсуліну, які підлягають фармакологічній корекції, можна відтворити 
за допомогою таких експериментальних моделей інсулін-незалежного цукрового діабету, як 
неонатально-індукований стрептозотоциновий діабет та стрептозотоциновий діабет з попе­
реднім введенням нікотинаміду. 
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Чутливість периферичних тканин до дії інсуліну визначають за методом НОМА та за допо­
могою «короткого інсулінового тесту». 

НОМА (Homeostatic model assessment) - це математична модель інсулін-глюкозного зв'язку, 
яка дозволяє на основі концентрації глюкози та інсуліну в плазмі крові натщесерце визначити 
показники інсулінорезистентності та функції бета-клітин. Модель побудована на припущенні, 
що ступінь базальної гіперглікемії визначається комбінованим впливом дефіциту функції бе­
та-клітин та інсулінорезистентності[12J. 

Коефіцієнт _ інсулін натще • глюкоза натще 
інсулінорезістентності глюкоза натще - 3,5 

Коефіцієнт функції _ 20 • інсулін натще 
бета-клітин глюкоза глюкоза натще - 3,5 

(концентрація інсуліну визначається в мк Од/мл, а концентрація глюкози - в ммоль/л). 
Чутливість до інсуліну та функцію бета-клітин за методом НОМА звичайно виражають у 

відсотках щодо показників інтактної групи. 
Короткий інсуліновий тест - дозволяє оцінити чутливість як печінки, так і периферичних 

тканин до дії інсуліну, враховуючи гальмування продукції глюкози в печінці та підвищення 
утилізації глюкози м'язами внаслідок ефекту гормону. Чутливість до інсуліну визначають, 
розраховуючи відсоток зниження базальної глікемії через ЗО хвилин після внутрішньоче-
ревинного введення гормону тваринам натщесерце (1 Од/кг маси тіла) 113]. 

Найбільш адекватними моделями для вивчення впливу нової речовини на чутливість пери­
феричних тканин до дії інсуліну є модель інсулінорезистентості, індукована введенням декса-
метазону, та стрептозотоциновий діабет з попереднім введенням нікотинаміду. 

При вивченні гіпоглікемічної активності нових сполук окрім дослідження глікемії та інсулі-
немії доцільно оцінювати ліпідний обмін (за показниками холестеролу, лінопротеїнів, неете-
рифікованих жирних кислот, інтенсивності перекисного окислення ліпідів). Визначення цих 
параметрів в поєднанні з показниками вуглеводного обміну дозволяє більш повно оцінити 
специфічну дію нового фармакологічного засобу та чітко визначити показання до його засто­
сування. Крім того, наявність у нової речовини поряд з гіпоглікемічною активністю антиокси­
дантних властивостей та коригуючого впливу на ліпідний профіль, що може сприяти профі­
лактиці та гальмуванню діабетичної судинної патології, дозволить обґрунтувати переваги да­
ної сполуки перед існуючими цукрознижуючими препаратами. 

Для вивчення ангіоиротекторного ефекту нової речовини необхідно проводити досліджен­
ня па тваринах з хронічними формами інсулінової недостатності (3-12 місяців). 

3. Хімічно індуковані моделі цукрового діабету 

Інсулінзалежний цукровий діабет 

Алоксановий діабет 
Алоксан - нестабільний піримідин (2,4,5,6-тетраоксогексагідропіримідин), якому притаманна 

діабетогенна дія. В невеликій кількості він знаходиться в організмі ссавців та людини. Існують 
дані про можливість підвищення вмісту ендогенного-алоксану в біологічних рідинах людини та 
тварин з цукровим діабетом, але його патогенетична роль зостається ще нез'ясованою [14J. 

При моделюванні діабету необхідно враховувати, що діабетогенний ефект алоксану зале­
жить від швидкості та способу введення (внутрішньовенний, підшкірний, внутріш-
ньом'язовий, внутрішньоочеревинний), концентрації розчину, а також видових особливостей 
тварин. За умови одноразового внутрішньовенного введення діабетогенні дози алоксану ста­
новлять (мг/кг): для мавп - 100-150, собак - 50-100, кролів - 150-200, щурів - 50-75; за 
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умов підшкірного введення (мг/кг): для щурів - 150-200, мишей - 350-400. Деякі види тва­
рин (наприклад, мурчаки) не чутливі до діабетогенної дії алоксану. Вищенаведені дози алок-
сану є діабетогенними тільки для молодих статевозрілих тварин, які голодували протягом 
16-18 годин. Крім того, слід відзначити широку варіабельність чутливості тварин до діабето­
генної дії алоксану в межах одного виду. 

Після введення в організм алоксан зв'язується з мембранами панкреатичних бета-клітин та 
призводить до швидкого зниження секреції інсуліну. Приблизно через дві години після ін'єк­
ції гіперглікемія змінюється виразною гіпоглікемією та значним виділенням інсуліну за раху­
нок загибелі бета-клітин. Через одну-дві доби розвивається стійка гіперглікемія. Механізм бе-
та-цитотоксичної дії інсуліну ймовірніше за все зумовлений деструктивною дією гідроксиль­
них та супероксидних радикалів. Токсичний ефект алоксану проявляється протягом перших 
хвилин піля введення, виразна інсулінова недостатність - через кілька днів [15]. 

Останніми роками розроблена також модель алоксанового діабету аутоімунного генезу у 
щурів з підвищеним рівнем інтерлейкіну-2. Ця форма діабету індукується у щурів лінії «тем­
ний Август» з підвищеним рівнем інтерлейкіну-2 шляхом щоденних внутрішньовенних ін'єк­
цій алоксану (25 мг/кг маси тіла) протягом 5 діб. Лікування тварин циклоспорином А 
(10 мг/кг маси тіла) протягом 7 діб гальмує маніфестацію захворювання [16]. 

До недоліків алоксанових моделей слід віднести відсутність селективної дії на бета-клітини 
підшлункової залози. Токсичні зміни, не пов'язані з розвитком діабету, спостерігаються і в ін­
ших органах. Крім того, в деяких випадках спостерігається нестабільний перебіг цукрового ді­
абету. Слід зазначити, що моделі алоксанового діабету дозволяють відтворити абсолютну ін­
сулінову недостатність, тобто належать до інсуліпзалежної форми цукрового діабету. В зв'яз­
ку з цим, вони не можуть бути використаними для дослідження специфічної активності цук-
рознижуючих препаратів, які проявляють ефект тільки за умов наявності залишкової секре­
торної функції бета-клітин (наприклад, похідні сульфонілсечовини або бігуанідів). Разом з 
тим, відсутність токсичних змін у тимусі при моделюванні інсулінової недостатності алок-
саиом, на відміну від тимотоксичних ефектів високих доз стрептозотоцину, створює певні пе­
реваги при оцінці біологічного ефекту інсуліну та речовин з інсуліноподібною дією. 

Високодозовий стрептозотоциновий діабет 
Стрептозотоцин - антибіотик (2-дезокси-2-метилнітрозаміно-карбоніл-аміно-В-глюкопі-

раноза), виказує специфічний ефект на панкреатичні бета-клітини. Вірогідно, що фрагмент 
нітрозосечовини відповідає за токсичну дію'препарату, а 2-дезоксиглюкоза - за селективність 
ефекту по відношенню до бета-клітин [17]. Порівняно з алоксаном стрептозотоцин є більш 
ефективним в індукції діабету. В панкреатичних бета-клітинах стрептозотоцин викликає роз­
рив в молекулах ДНК. Це призводить до активації процесів репарації за допомогою фермен­
ту полі-АДФ-рибозосинтази, який як кофермент використовує НАД і таким чином сприяє 
вичерпанню його запасів в бета-клітинах та їх загибелі [18]. 

Високодозовий стрептозотоциновий діабет моделюється шляхом одноразового внутрішньо-
очеревиїшого або внутрішньовенного введення препарату в організм. Враховуючи, що стреп­
тозотоцин дуже нестабільний в водному розчині, його вводять в організм не пізніше, ніж че­
рез 5 хвилин після розчинення в нитратному буфері (рН-4,5). Після ін'єкції тварини повинні 
отримувати воду та їжу в достатній кількості для того, щоб запобігти розвитку гіпоглікеміч­
ної коми. Діабетогсина доза для мишей складає 200 мг/кг маси тіла при внутрішньоочеревин-
иому введенні, а для щурів - 50-70 мг/кг при внутрішньовенному введенні. Під впливом 
стрептозотоцину у мишей та щурів розвивається гострий некроз бета-клітин та видалення з 
них інсуліну, виразна гіперглікемія розвивається через 24-72 години і зберігається протягом 
тривалого часу. 

Стать, вік тварин та стан харчування мають важливе значення для реалізації діабетогенних 
ефектів стрептозотоцину. Найбільша чутливість спостерігається у молодих статевозрілих 
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самців, які голодували. Показано, що у гризунів одноразова висока доза стрептозотоцину по­
ряд з деструкцією бета-клітин може викликати неспецифічні порушення в альфа-клітинах, 
які синтезують глюкагон. За гормонально-метаболічними змінами високодозовий стрептозо-
тоциновий діабет багато в чому подібний до цукрового діабету 1 типу у людини. Але слід 
пам'ятати, що в даному випадку абсолютна інсулінова недостатність розвивається внаслідок 
прямого токсичного ураження бета-клітин без участі автоімунних механізмів деструкції, які 
мають місце в патогенезі цукрового діабету 1 типу у людини [19]. 

Низькодозовий стрептозотоциновий діабет 
У мишей повторне виутрішньоочеревинне введення субдіабетогенних доз стрептозотоцину 

(40 мг/кг маси тіла) протягом 5 діб призводить до повільного розвитку інсулінзалежного цук­
рового діабету з виразним автоімунним компонентом, який подібний за провідними патогене­
тичними ознаками до цукрового діабету 1 типу у людини [20]. Найбільш чутливі до повтор­
них субдіабетогенних доз стрептозотоцину молоді статевозрілі самці мишей віком 2-3 місяці, 
які попередньо голодували протягом 16 годин. Починаючи з введення останньої дози стреп­
тозотоцину кілька днів відмічається зростання інсулінової залежності, яке завершується нек­
розом бета-клітин та важкою гіперглікемією. Одразу після того, як з'являється первинна гі­
перглікемія, відмічається інтенсивна інфільтрація панкреатичних острівців макрофагами та 
лімфоцитами (інсуліт), подібно тій, що спостерігається у молодих людей з діабетом 1 типу 
(інсулінзалежний) на ранніх стадіях захворювання. Максимальна виразність інсуліту відмі­
чається на 12-14 добу після першої ін'єкції стрептозотоцину. Отримані докази наявності при 
цій формі діабету, подібно до діабету 1 типу у людини, антитіл до поверхневих та цитоплазма­
тичних антигенів острівцевих клітин, аберантної експресії в них Іа антигенів та інших реакцій 
органоспецифічного (спрямованого проти бета-клітин) автоімунітету. 

Для мишей характерні виразні відмінності в чутливості різних ліній до субдіабетогенних доз 
стрептозотоцину: високочутливі лінії - C57Bl/KsJ, DBA/2J, BALA/cAn ; нечутливі лінії -
C57B1/6J, СЗН/Ап, C57L/J. 

Дитизоновий діабет 
Дитизон являє собою 8-гідроксибензоиіридин, який здатен утворювати хелатні комплекси з 

цинком та індукувати інсулінзалежний цукровий діабет у кролів та мишей. Для пояснення 
розвитку інсулінової недостатності під впливом дитизону H.Okamoto (1942) сформулював 
«цинкову теорію», згідно якій цинк взаємодіє з вище означеним діабетогенним чинником, ут­
ворюючи токсичні комплекси, що призводить до нєзворотних деструктивних змін в панкреа­
тичних бета-клітинах. Більшість досліджень свідчать про те, що цинк бере активну участь у 
процесах синтезу, депонування та секреції інсуліну і в основному знаходиться в секреторних 
гранулах бета-клітин. Вважають, що іони цинку сприяють перетворенню ироінсуліну в інсу­
лін та виведенню гормону у вигляді стійкої кристалічної форми цинк-інсуліну [21]. 

Абсолютну інсулінову недостатність прямого бета-цитотоксичного генезу викликають за 
допомогою внутрішньовенної ін'єкції дитизону (35 мг/кг маси тіла) самцям кролів породи 
Шиншила масою 2,5-3 кг, які попередньо голодували протягом 16-18 годин. Вже на другу до­
бу після ін'єкції дитизону у тварин спостерігається різке підвищення базальної гіперглікемії, 
яке продовжується протягом наступних 5 діб і зостається на досягнутому високому рівні три­
валий час. Базальна гіперглікемія також супроводжується 50% зниженням концентрації інсу­
ліну в сироватці крові. Слід відзначити, що в даному випадку відтворюється тільки абсолют­
ний дефіцит інсуліну без включення автоімунних компонентів, що характерно для цукрового 
діабету 1 типу у людини. 

Незважаючи на те, що зв'язок між цукровим діабетом та метаболічними порушеннями цин­
ку спостерігається як у людини, так і у експериментальних тварин, в той же час його роль в 
патогенезі інсуліннезалежного цукрового діабету зостається ще не до кінця з'ясованою. 
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Інтерес до моделей цукрового діабету, індукованих сполуками з хелатоутворюючими влас­
тивостями (дитизон, 8-гідроксихінолін та інші), в останні роки зростає в зв'язку з техноген­
ним забрудненням навколишнього середовища, що може підвищити ризик розвитку абсолют­
ної інсулінової недостатності прямого бета-цитотоксичного генезу. 

Інсуліннезалежний цукровий діабет 

Неонатальний стрептозотоциновий діабет 
Інсулішіезалежна форма цукрового діабету розвивається у 2-місячних щурів Вістар, яким в 

неонатальному віці було введено стрептозотоцин. Використовується два варіанти індукції не-
онатального стрептозотоцинового діабету у щурів Вістар: а) внутрішньоочеревипие одноразо­
ве введення стрептозотоцину на другу добу після народження (100 мг/кг); б) внутрішньооче­
ревипие введення стрептозотоцину 5-добовим щурятам (80 мг/кг). Стрептозотоцин, як і в по­
передніх випадках, розчиняють у нитратному буфері (рН-4,5). Контрольні тварини отриму­
ють аналогічний об'єм нитратного буферу. На 28-му добу після народження щурят відсаджу­
ють від матері. При введені стрептозотоцину на п'яту добу після народження протягом най­
ближчих 3 діб відмічається висока смертність (у середньому до 50%), що необхідно врахову­
вати при формуванні груп тварин для дослідження цукрознижуючих сполук. 

У щурів, яким вводять стрептозотоцин в 2-добовому віці, через 3-5 діб розвивається гострий 
інсуліндефіцитний діабет: високий рівень глюкози в плазмі, знижений вміст інсуліну в під­
шлунковій залозі, низька інсулінемія, високий рівень глюкагону в плазмі ари незмінному його 
рівні в підшлунковій залозі. Смертність складає менше 30%. Завдяки швидкій спонтанній ре­
місії, яка супроводжується регенерацією бета-клітин та накопиченням запасів інсуліну в під­
шлунковій залозі, поступово нормалізується глікемія та інсулінемія. В 3-4 тижневому віці ма­
са тіла та базальна глікемія у щурів, яким було введено стрептозотоцин в неонатальному віці, 
не відрізнялися від показників в інтактному контролі. Але, починаючи з 8-тижневого віку, у 
цих тварин відмічається помірна базальна гіперглікемія, порушена толерантність до глюкози. 
При цьому спостерігається 50% зменшення вмісту інсуліну в підшлунковій залозі без зміни 
концентрації глюкагону. Крім того відмічається суттєво знижена (майже до відсутності) секре­
торна реакція бета клітин на глюкозу при збереженні реакції на неглюкозні секретогени. 

Більш важкий варіант патології розвивається в випадку обробки стрептозотоцином 5-добо-
вих щурят: після короткочасного синдрому гострого дефіциту інсуліну для них характерним 
є розвиток виразної базальної гіперглікемії та глюкозної інтолерантності, підвищення гліко-
зильованого гемоглобіну, різке зменшення вмісту панкреатичного інсуліну, розвиток інсулі­
нової резистентності. При цьому початок гіперглікемії та зниження інсулінової реакції у від­
повідь на підвищений рівень глюкози в плазмі спостерігається вже в 4-тижневому віці. 

Виразність інсуліннезалежного цукрового діабету у дорослих щурів після введення стреп­
тозотоцину в неонатальному віці, крім віку тварин на момент обробки стрептозотоцином, та­
кож залежить від лінії щурів, на якій проводиться дослід. Так, у самиць щурів Sprague-Daw-
ley, яким вводили стрептозотоцин у 2-добовому віці (90 мг/кг), важкість діабету була подіб­
ною до діабету у щурів лінії Вістар після введення стрептозотоцину (80 мг/кг) на 5-добу піс­
ля народження. Крім того виразність діабету, що моделюється, залежить від дієти. Наприк­
лад, їжа з високим вмістом ліпідів погіршує стан глюкозного гомеостазу. Статьдізарин, по 
меншій мірі в першому варіанті даної форми діабету, не впливає на виразність гіперглікемії 
в дорослому стані [22J. 

Таким чином, вищенаведена модель інсуліннезалежного цукрового діабету забезпечує чудо­
ву можливість для характеристики цукрознижуючої дії біологічно активних сполук, особливо 
при їх тривалому використанні. Наявність у діабетичних щурів специфічної недостатності сек­
реторної інсулінової відповіді на глюкозу за умов збереження реакції на інші секретогени, по­
дібна до порушень реакції панкреатичних бета-клітин у хворих на цукровий діабет 2 типу. 
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Стрептозотоциновий діабет з одночасним введенням нікотинаміду 
В основі створення нової моделі інсуліннезалежного цукрового діабету лежить частковий 

захист панкреатичних бета-клітин від цитотоксичної дії стрентозотоцину за допомогою відпо­
відних доз нікотинаміду. Введення нікотинаміду в дозі 230 мг/кг маси тіла інтраиеритонеаль-
но 3-місячним щурам Вістар за 15 хвилин до внутрішньовенної ін'єкції стрентозотоцину 
(65 мг/кг) призводить до помірної та стабільної базальної гіперглікемії та 40% збереження за­
пасів панкреатичного інсуліну. Вищеозначена модель характеризується інтолерантністю до 
вуглеводів, відносною недостатністю секреції інсуліну у відповідь на підвищений рівень глю­
кози та збереженням секреторної реакції на не глюкозні секретогени (в тому числі, на сульфа­
ніламідні препарати). 

Встановлено, що зв'язування інсуліну з мембранами клітин печінки за умов даної моделі 
прогресивно знижується, починаючи з 15 доби після індукції діабету та досягає максимуму 
через 60 діб від початку експерименту, що призводить до розвитку вторинної інсулінорезис­
тентності [23]. 

Таким чином, дана модель дозволяє відтворити головні патогенетичні ознаки цукрового ді­
абету 2 типу у людини, а саме - порушення секреції та дії інсуліну і має певні переваги для 
дослідження цукрознижуючого ефекту нових препаратів з різним механізмом дії. 

Дексаметазоновий діабет 
Відомо, що надмірні дози глюкокортикоїдів можуть призводити до порушень секреторної 

функції панкреатичних бета-клітин та розвитку інсулінорезистентності. Підшкірне введення 
дексаметазону (0,125 мг/кг) протягом 13 діб 18-місячним щурам Вістар призводить до помір­
ної базальної гіперглікемії, дворазового зростання концентрації інсуліну та неетерифікованих 
жирних кислот в сироватці крові експериментальних тварин. Крім того, у них відмічається 
погіршення толерантності до вуглеводів та зниження чутливості периферичних тканин до дії 
інсуліну [24]. 

Механізм розвитку патологічних процесів, індукованих дексаметазоном, ще до кінця не 
з'ясований. Відомо, що обробка дексаметазоном підвищує продукцію острівцевого амілоїд-
ного поліпептиду - аміліну, гормону, що синтезується панкреатичними бета-кл іти нами і є го­
ловною складовою частиною острівцевого амілоїду, який утворюється у пацієнтів, хворих на 
цукровий діабет 2 типу. Фізіологічне значення аміліну остаточно ще не з'ясовано, але його 
супресивний ефект щодо дії інсуліну в скелетних м'язах, печінці та гальмування секреції інсу­
ліну в поєднанні замілоїдогенними властивостями свідчать про можливу роль цього гормону 
в патогенезі інсуліннезалежного цукрового діабету [25J. В останні роки було показано, що 
зниження утилізації глюкози адипоцитами після ін'єкції дексаметазону є наслідком його пря­
мого виливу на експресію транспортерів глюкози GLUT1 та GLUT4, що призводить до роз­
витку інсулінорезистентності [26]. 

У той же час, гальмуючий ефект глюкокортикоїдів на секреторну активність панкреатичних бе­
та-клітин, можливо, пов'язаний з інактивацією мітохондріальної ФАД-гліцерофосфатдегідроге-
иази ~ ферменту, який відіграє ключову роль в секреції інсуліну, індукованій глюкозою [27]. 

Таким чином, дексаметазоновий діабет у старих щурів дозволяє відтворити головні патоге­
нетичні механізми (порушення секреції та дії інсуліну), що спостерігаються у хворих на цук­
ровий діабет 2 типу. 

Введення дексаметазону за аналогічною схемою 3-місячним щурам Вістар також призводить 
до розвитку інтолерантності до глюкози, інсулінорезистеності та гінерінсулінемії, але на відмі­
ну від старих щурів не викликає змін в базальній глікемії, тобто відтворює стан иредіабету. 

Другий варіант дексаметазонової моделі доцільно використовувати для дослідження но­
вих цукрознижуючих препаратів, механізм дії яких полягає в поліпшенні толерантності до 
вуглеводів та чутливості периферичних тканин до дії інсуліну (бігуаніди, тіазолідиндіони 
та інші). 
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Розділ III 

4. Генетично детерміновані форми цукрового діабету 

Інсулінзалежний цукровий діабет 

Миші NOD (non-obeses diabetic mouse) 
Походження. Інбредна лінія мишей NOD отримана шляхом селективного розведення мишей 

IcLICR протягом 1974-1980 pp. в Aburahi Laboratories, Shionogi and Co, Osaka, Japan, Dr. 
Y.Tochino. 

Характеристика патології. Інсулінзалежний цукровий діабет розвивається спонтанно на 
12-13 тиждень життя. Момент маніфестації характеризується полідипсією, глюкозурією, 
швидкою втратою маси тіла, гіперглікемією та кетоацидозом. Перед тим як з'являється гіпер­
глікемія, розвивається інсуліт (лімфоцитарна інфільтрація панкреатичних острівців), прогре­
суюча деструкція бета-клітин та зниження рівня інсуліну в плазмі крові, що призводить до 
формування інсулінової залежності. Без введення екзогенного інсуліну тварини гинуть про­
тягом 4-8 тижнів. Клінічні, морфологічні та імунологічні характеристики у мишей NOD ду­
же подібні до цукрового діабету 1 типу у людини. Так само, як і у людей, спостерігається три­
валий латентний період, що зручно для дослідження не тільки цукрознижуючих препаратів, 
але й для вивчення антидіабетичних препаратів, які запобігають або гальмують автоімунну 
деструкцію панкреатичних бета-клітин та стимулюють регенерацію останніх. 

На відміну від цукрового діабету 1 типу у людини, для мишей NOD характерна одночасна ін­
фільтрація інших залоз та органів (слинна, щитовидна та надниркові залози), а також вираз­
ний статевий диморфізм розвитку діабетичного синдрому (маніфестаційний діабет розвива­
ється у 70-80% самиць та у 10-20% самців, при цьому важкість інсулітів у них однакова). Час­
тоту маніфестації діабету можна підвищити до 100% шляхом внутрішньоочеревинного введен­
ня тваринам в 20-добовому віці стрептозотоцину (20 мг/кг щодобово протягом 5 діб) [28]. 

Галузь застосування. Дослідження сполук з можливим гіпоглікемічним та імунокоригу-
ючим ефектом ( підвищення інсулінової забезпеченості організму та гальмування автоімунної 
деструкції панкреатичних бета-клітин), а також спрямованих на посилення регенерації інсу-
ліппродукуючих клітин. 

Утримання. Гнотобіотичні умови. 

Щури ВВ 
Походження. Тварини виявлені у 1974 р. у Bio Breeding Laboratories of Canada, Ottawa серед 

щурів популяції Вістар, які утримувалися за ВПФ-умов. 
Характеристика патології. Інсулінзалежний цукровий діабет у щурів ВВ характеризується гі-

ноінсулінемією, гіперглікемією, полідипсією, поліурією, кетонурією. Частота діабету в базовій 
колонії коливалась в межах від 0 до 50% (в середньому 8%). Останніми роками шляхом селекції 
отримані щури, у яких частота діабету на 120 добу від народження складає 25-59%, а у щурів 
частково інбредної колонії (BB/w) - близько 70%. Гіперглікемія розвивається з однаковою час­
тотою у самців та самиць. Початок захворювання, як правило, гострий та тяжкий, характеризу­
ється виразною інфільтрацією навколо острівців та в їх середині (інсуліт) із швидкою втратою 
панкреатичних бета-клітин, лімфоцитарним тиреоїдитом (до 50% тварин) без порушень функції 
щитовидної залози. Більшості для підтримання життя необхідні постійні ін'єкції інсуліну (нес­
табільна форма), деякі можуть тривало обходитися без інсулінотерапії (стабільна форма). 

У щурів з маніфестаційпим інсулінзалежним цукровим діабетом спостерігається селектив­
не порушення секреції інсуліну, індукованої глюкозою. Втрата чутливості до глюкози прита­
манна також альфа- та дельта-клітинам. Результатом тяжкого дефіциту інсуліну є підвище­
ний глюконеогенез та глікогеноліз р печінці. В крові підвищується концентрація вільних жир­
них кислот та тригліцеридів, загальний вміст в організмі жирів та білків знижується. Для діа-
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бету у щурів ВВ характерне швидке прогресування від норми до глибокої метаболічної деком­
пенсації протягом кількох діб та без інсулінотерапії - загибель внаслідок кетоацидозу. Існу­
ють докази автоімунного генезу діабетичного синдрому у щурів ВВ (панкреатичний інсуліт 
передує маніфестації захворювання, можливий адаптивний перебіг діабету, а також запобіган­
ня клінічних ознак захворювання, як і морфологічних порушень, за допомогою імуносупре-
сивної та імуномодулюючої терапії) [29]. 

Діабетичні щури ВВ, разом з мишами NOD, є одними з кращих моделей інсулінзалежного 
цукрового діабету автоімунного генезу (цукровий діабет 1 типу у людини). 

Галузь застосування. Дослідження сполук з можливим гіпоглікемічним, імунокорегуючим 
та стимулюючим регенерацію інсулін-продукуючих клітин ефектом. На стадії маніфестації 
захворювання вони є зручною моделлю для вивчення патогенезу та терапії діабетичних ангі-
оиатій та поліендокринопатій. 

Утримання. ВПФ-умови. 

Інсуліннезалежний цукровий діабет 

Миші з ожирінням C57Bl/KsJ~ db/db 
Походження. Аутосомно-рецесивна мутація гену db(diabetes) виявлена у мишей інбредної 

лінії C57Bl/KsJ 1965 р. у Jackson Laboratory, USA. 
Характеристика патології. У гомозигот за геном db (восьма група зчепності, четверта хро­

мосома) розвивається ожиріння після підсосного періоду. Діабетичному синдрому притаман­
на гіперфагія, полідипсія, поліурія, гіперглікемія, тимчасова гіиерінсулінемія, гіперглюкаго-
немія та прогресуюча інсулінова резистентність. У 5-8 місячному віці у тварин спостерігаєть­
ся виразний некроз панкреатичних бета-клітин, інсулінопенія, різко наростаюча гіпергліке­
мія. Протягом декількох тижнів зменшується маса тіла і тварина помирає. Навколо острівців 
спостерігається накопичення еозинофільних гранулоцитів та фібробластів. У бета-клітинах 
цих мишей виявлені вірусонодібні частки. Зменшення маси бета-клітин та нездатність їх до 
проліферації зумовлюють загибель мишей, але до теперішнього часу механізми деструкції бе­
та-клітин зостаються нез'ясованими. 

У мишей даної лінії виявлена підвищена чутливість до інфекції, знижена здатність відторга­
ти алогенні трансплантати та розвивати цитотоксичні відповіді Т-клітин після сенсибілізації 
in vivo. Спостерігається рання інволюція тимусу, розвиток Т-лімфоцитопенії з дисбалансом 
субиопуляції Т-клітин. Більшість з цих феноменів є вторинними до метаболічних порушень 
(гіиерінсулінемія, хронічна гіперглікемія, гіперліпідемія) [ЗО]. 

Ген db/db діє самостійно як діабетогенний стрес, викликаючи інсулінову залежність. Сила 
відповіді на цей стрес залежить від генетичного фону, на якому експресується ген db/db та від 
дієти. Так, на відміну від діабет-чутливої інбредної лінії C57B1/Ksj, тварини інбредної лінії 
C57B1/6J резистентні до гену db/db, що індукує діабет. У них експресія цього гену характери­
зується гіперплазією панкреатичних бета-клітин та гіперінсулінемією, достатньою для ком­
пенсації діабетогенного стресу (у цих мутантних мишей розвивається ожиріння без діабету). 

Галузь застосування. Чітка тривалість діабетогенезу у мишей C57Bl/KsJ-db/db дозволяє 
використовувати цю модель для характеристики цукрознижуючої дії нових сполук, а також 
речовин з позитивним впливом на регенерацію панкреатичних бета-клітин на різних стадіях 
патологічного процесу (інтолерантність до глюкози, маніфестаційний інсуліннезалежний та 
маніфестаційний інсулінзалежний діабет). Крім того, цю модель можна використовувати для 
коректної оцінки ефекту тривалої терапії новими антидіабетичними сполуками на спонтанну 
еволюцію інсулінової залежності, а саме для вирішення питання про її стимулюючий або галь­
муючий вплив на розвиток абсолютної інсулінової недостатності. 

Останніми роками були розроблені також інші спадкові моделі інсулін-незалежиого цукро­
вого діабету (діабет без ожиріння у щурів Goto-Kakizaki та діабет з ожирінням у щурів Otsu-
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ка Long-Evans Tokushima Fatty - OLEFT), які застосовують для вивчення нових фармаколо­
гічних препаратів, спрямованих на лікування цукрового діабету 2 типу [31, 321. 

Слід зазначити, що спектр існуючих на сьогодні генетично детермінованих моделей інсулі­
нової недостатності не обмежується тими формами, що були наведені вище. їх кількість пос­
тійно зростає, але ще не всі вони достатньо вивчені та мають певні переваги у відтворенні го­
ловних патогенетичних механізмів цукрового діабету 1 та 2 типу у людини. 

Слід наголосити, що вибір конкретної експериментальної моделі (хімічно індукованої або 
генетично детермінованої) та параметрів, які оцінюються, в кожному випадку визначається з 
урахуванням передбачуваного механізму цукрознижуючої дії нової сполуки, що вивчається. 
При розробці нових антидіабетичних засобів необхідно звернути увагу на тенденцію до збіль­
шення кількості показників, які підлягають оцінці, окрім характеристики гіпоглікемічного 
ефекту. Вона базується на отриманих останніми роками даних про ангіопротекторні власти­
вості цукрознижуючих препаратів, їх антиоксидантний ефект, позитивний вплив на ліпідний 
профіль та стан серцево-судинної системи. 

Така комплексна оцінка антидіабетичних ефектів нових біологічно активних сполук із засто­
суванням гетерогенних моделей інсулінової недостатності надає можливість для обгрунтованої 
екстраполяції отриманих результатів доклінічного вивчення на хворих цукровим діабетом, що 
сприятиме ефективному впровадженню фармакологічних розробок у клінічну практику. 
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Розділ III 

ДОКЛІШЧНЕ ВИВЧЕННЯ ТИРОСТАТИЧНИХ 
ТА ТИРОЇДСТИМУЛЮЮЧИХ ЗАСОБІВ 

Ром-Богуславська О.С., Божко Т.С., Комарова І.В., 
Ладогубець О.В., Пивоваревич Л.П., Яременко Ф.Г., 

Лсгонькова І.Ю. 

Вступ 

Велике поширення тироаатій, а також відсутність достатньо ефективних методів терапії ро­
бить необхідним пошук нових засобів для лікування захворювань щитоподібної залози (ЩЗ). 
Особливого значення набуває розробка чітких методичних рекомендацій з фармакологічної 
оцінки специфічної активності як тиростатичних, так і тироїдстимулюючих засобів. 

В основу методичних рекомендацій, що пропонуються, покладені рекомендації з доклінічно-
го вивчення тиростатичних та тироїдстимулюючих засобів [11, вимоги нормативних докумен­
тів (Правила доклинической оценки безопасности фармакологических средств (GLP), Перелі­
ки зареєстрованих в Україні лікарських засобів [2], а також досвід роботи Інституту проблем 
ендокринної патології ім. В.Я.Данилевського та інших провідних інститутів України. 

Метою створення даних методичних рекомендацій с уніфікація підходів до оцінки специфіч­
ної активності анти- та ігрютироїдної дії сполук з використанням стандартизованих експеримен­
тальних моделей, що дозволить на сучасному рівні а також більш об'єктивно оцінити ефект за­
собів, що досліджуються (ДЗ), та оптимізувати рекомендації з їхнього клінічного застосування. 

Експериментальне вивчення специфічної дії анти- та протироїдної дії повинно складатися з 
трьох етапів: 

1. Первинний скринінг на інтактних тваринах. 
2. Фармакотерапевтичне вивчення на експериментальних моделях. 
3. Біотестування за умов in vitro на отриманій субоиераційно ЩЗ хворих на тиропатії. 
Фармакотерапевтичне вивчення анти- та протироїдної дії ДЗ рекомендується проводити не 

менш, ніж па двох експериментальних моделях різного генезу. 
Такий комплекс досліджень дозволяє оцінити вплив ДЗ на функціональний стан ЩЗ у нор­

мі та при патології і є базовою основою для подальшого поглибленого вивчення механізмів їх­
ньої дії. 

1. Відбір об'єкту дослідження 

Дослідження анти- та протироїдної активності фармакологічних засобів проводиться на та­
ких тваринах: білих щурах популяції Вістар з масою тіла 50-60 г, 180-240 г та на кролях по­
роди Шиншила з масою тіла 2000-3000 г. Розбіжність в експериментальній групі за вихідною 
масою не повинна перевищувати 10%. 

Скринінгові дослідження проводяться на самцях (для виключення виливу естрального цик­
лу), але, у зв'язку з тим, що чутливість до одного й того ж ДЗ у самців і самиць може бути різ­
ною, в дослідах на експериментальних моделях тиропатій рекомендується використання тва­
рин обох статей. У скринінгових дослідженнях вивчення речовин проводиться в широкому ді­
апазоні доз, вибір яких залежить, в основному, від хімічної природи сполук. Для оцінки їхньої 
фармакотерапевтичної активності слід використовувати не менше двох доз, з яких мінімаль-
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на є близькою до рекомендованої для клінічного випробування терапевтичної дози (1 ДТ), 
максимальна - на порядок вища (10 ДТ), але не виходить з інтервалу широти терапевтичної 
дії лікарського засобу. 

У кожній експериментальній групі повинно бути не менше 10 тварин. їх належить утриму­
вати в оптимальних умовах віварію з забезпеченням температурного (за винятком експери­
ментальних температурних умов) та світлового режимів, повноцінного харчування, захисту 
від інфікування. Оскільки функціональна активність ЩЗ безпосередньо залежить від надход­
ження до організму ендогенного йоду, для уніфікації умов утримання рекомендується до по­
чатку введення сполук, що тестуються, витримати тварин протягом 20 діб на дієті зі стандар­
тною, чітко визначеною кількістю йоду - з розрахунку 5,0-5,5 мкг/100 г маси тіла тварини [3]. 

2. Вивчення специфічної активності тиростатичних засобів 
в експериментах in vivo та in vitro 

2.1. Первинний відбір потенційних тиростатичних засобів 

Для проведення скриніигу нових сполук з передбачуваною тиростатичною дією рекоменду­
ється використання стандартного методу «зобної» реакції, що базується на компенсаторному 
збільшенні щитоподібної залози під впливом тиростатиків [4]. Експеримент проводять на щу-
рах-самцях популяції Вістар масою 50-60 г. Сполуки, що випробовуються, додають тваринам 
у корм з таким розрахунком, щоб він поїдався щурятами протягом 22-24 годин без залишку, 
та, тим самим, забезпечувалася постійна концентрація ДЗ в організмі. Як препарат порівнян­
ня використовується тіамазол (мерказоліл) в ефективній дозі, що дорівнює 10 мг/кг маси ті­
ла, яка викликає максимальне зниження рівня тироїдних гормонів у сироватці крові (до 
50-70%). Контрольну групу складають інтактні тварини, що знаходяться в аналогічних 
умовах. Кожні 2-3 дні (для уточнення дозування ДЗ), а також наприкінці експерименту виз­
начають масу тіла у всіх тварин. Тривалість експерименту - 10 днів. На 11-й день тварин ви­
водять з експерименту шляхом миттєвого перерізування спинного мозку біля основи черепа 
під ефірним наркозом. Кров збирають, центрифугують та визначають у сироватці рівень Т3, Т4 
та ТТГ за допомогою радіоімунологічних або імуноферментних наборів. 

Щитоподібну залозу вилучають та проводять визначення її абсолютної (Ma6t.) та відносної 
(М11ІД1)) маси. Мабс визначається зважуванням, Мвілм підраховується за формулою: 

"•"тіла тварини 

Для оцінки змін мікроструктури ЩЗ фіксують в рідині Карпуа та, для отримання максималь­
но тонких зрізів, заливають у целоїдин-нарафін. Гістологічні зрізи забарвлюють гематоксилін-ео-
зином або за Маллорі [5,6]. Функціональний стан щитоподібної залози оцінюють за висотою фо­
лікулярного епітелію та діаметру фолікулів, що визначають за допомогою окуляр-мікрометру: в 
50 фолікулах вимірюють великий та малий діаметр (вираховується середній діаметр фолікулу), 
а також висоту епітеліальних клітин (по 2-3 клітини з протилежних боків фолікулу) [7, 8|. 

У інтактних тварин значення показників, що досліджувалися, встановлені в наших експери­
ментах та за даними ряду авторів [7-13], складають: 

МаГн. - 5,0-10 мг 
МкШ - 1,05-2,50 
діаметр фолікулу (d мкм) - 38,6-42,3 
висота епітеліальної клітини (її мкм) - 6,3-9,1 
Т3 - 1,2-3,0 нмоль/л 
Т4-52,0-120 нмоль/л 
ТТГ-0,4-1,6 мМОд/л 
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2.2. Вивчення тиростатичних засобів на експериментальних моделях 

Метою виявлення у скринінгових дослідженнях сполук з високою антитироїдною активністю 
с створення на їхній основі потенційних тиростатичних препаратів для лікування тиропатій. 

Подальше вивчення специфічної активності сполук, що випробовуються, вимагає проведен­
ия досліджень на тваринах, у яких моделюється стан гіпертирозу. На жаль, до цього часу не 
існує адекватної моделі дифузного токсичного зобу (ДТЗ) у експериментальних тварин з при­
чин його складного, у першу чергу, автоімунного генезу. 

Для більш детального та всебічного вивчення антитироїдної активності ДЗ рекомендується 
дослідження його специфічних властивостей на кількох моделях гіпертирозу, які дозволять 
характеризувати різні аспекти його дії. 

2.2.1 Модель холодового гіпертирозу 

Однією з найважливіших функцій тироїдних гормонів в організмі с їхня активна участь у 
процесі терморегуляції. Безпосередня стимуляція тироїдними гормонами швидкості метабо­
лічних процесів, поглинання кисню тканинами призводить до посилення теплоутворення [14], 
що особливо демонстративно під дією низьких температур [15]. На основі цих адаптивних ме­
ханізмів і створено модель гіпертирозу, а саме: щурів з масою тіла 150-200 г утримують при 
зниженій температурі ~ близько +5°С протягом 5 діб [16]. У подальшому, на фоні холодового 
стресу протягом 10 днів вводять ДЗ та препарат порівняння (у більшості випадків - похідні 
імідазолу). Після закінчення експерименту співставляються показники вмісту тироїдних гор­
монів та ТТГ у сироватці крові експериментальних щурів усіх серій та інтактних щурів. Про­
водиться також співставлення показників гісто-морфологічних та морфометричних дослід­
жень ЩЗ всіх груп тварин. 

За даними літератури, дія низьких температур призводить до гіперфункції ЩЗ шляхом ак­
тивації центральних регуляторних механізмів - вже за ЗО хвилин виявляється підвищення 
рівня ТТГ [ 17]. Цей процес частково може бути ініційовано посиленням секреції (але не син­
тезу) тироліберину гіпоталамусом [ 18]. Більш тривала холодова експозиція призводить до по­
дальшої активації функціонального стану вже всієї гіпофізарно-тироїдної системи, що під­
тверджується як даними вмісту тироїдних гормонів, так і змінами морфоструктури ЩЗ, ха­
рактерними для її «збудження» [13]. Під час виливу низьких температур у периферичній кро­
ві піддослідних тварин відзначається зсув співвідношення Т3/Т4 у бік зростання частки більш 
активної форми - трийодтироніну. Подібні зміни співвідношення тироїдних гормонів спосте­
рігаються й безпосередньо в тканині ЩЗ [13]. 

Слід, однак, зазначити, що ця реакція є відносно короткочасною, та з часом відбувається 
адаптація до нових температурних умов. Але, оскільки випробування сполук з антитироїдною 
активністю проводиться протягом 10-14 днів, дана модель є досить коректною та інформа­
тивною для подібного роду досліджень. 

У літературі зустрічається опис робіт, проведених в умовах більш екстремального охолод­
ження тварин. З нашої точки зору, подібна модель холодового стресу менш придатна з цілої 
низки причин: по-перше, довготривала експозиція при мінусових температурах підвищує ві­
рогідність важких застудних захворювань, по-друге, такі умови спричиняють порушення фі­
зіологічної адаптації тварин до екстремальних ситуацій [13, 19]. 

2.2.2. Модель тиропгропної стимуляції щитоподібної залози 

Відомо, що тиротропін є потужним специфічним стимулятором функції ЩЗ, дія якого реалі­
зується через систему аденілатциклаза-цАМФ. Його основний гострий ефект зводиться до 
стимуляції продукції та секреції тироїдних гормонів, а хронічний - до гіпертрофії та гіперпла­
зії ЩЗ [20]. У ряді випадків показано, що навіть одноразова ін'єкція ТТГ призводить до трива-
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лого (до кількох діб) підвищення вмісту тироїдних гормонів у крові піддослідних тварин [21]. 
До того ж, у багатьох випадках при тиротропйій стимуляції зростання вмісту Т3 у крові та без­
посередньо у ЩЗ носить більш стабільний та тривалий характер; індекс Т3/Т4 у таких тварин 
вірогідно перевищує контрольні значення [21-24]. 

Для розвитку стану ТТТ-стимульованого гіпертирозу експериментальним тваринам вво­
дять препарат ТТГ у дозі 0,5-1,0 Од/кг маси тіла, або ж 1,0-1,5 мкг/кг маси тіла [21] паренте­
рально (підшкірно або внутрішньочеревинно) протягом 10 днів. У дослідних серіях на фоні 
стимулювання ТТГ проводять введення ДЗ та препарату порівняння. Інтактним тваринам 
вводять фізіологічний розчин та плацебо. 

Ефективність ДЗ та стандартного препарату порівняння визначається за ступенем нівелю­
вання змін, що викликані введенням ТТГ. Такими критеріями ефективності є показники вміс­
ту тироїдних гормонів у сироватці крові та результати гістологічного дослідження ЩЗ у тва­
рин. Введення екзогенного ТТГ підвищує рівень Т3, Т4 в крові та призводить до морфологіч­
них змін у ЩЗ. Нормальна гістроструктура ЩЗ репрезентована по периферії фолікулами се­
реднього та великого калібру, заповненими щільним, місцями з крайовою вакуолізацією, ко­
лоїдом; стінки порожнини фолікула вистлані кубічним або щільним кубічним епітелієм. У ти-
роцитах ядро центрально розташоване, круглої або овальної форми, нормохромне. Розподіл 

^хроматину в ядрі дифузний. Висота тироцитів коливається: найбільш високі - в центрі зало­
зи, низькі - по периферії. При введенні ТТГ [25] зменшується розмір тироїдних фолікулів, во­
ни заповнюються пінистим вакуолізованим колоїдом. Спостерігається велика кількість мік-
рофолікулів, які містять краплі колоїду. Тироцити кубічної форми, мають базально розміще­
ні круглі гіпохромні ядра. Цитоплазма піниста, більш інтенсивно сприймає еозин на апі­
кальній поверхні, іноді в цитоплазмі зустрічається зернистість, вакуолі. Можуть бути присут­
ні осередки дистрофічних змін. 

Аналогічні зміни, що свідчать про збільшення функціональної активності тироїдної парен­
хіми, відзначаються й при інших видах стимуляції ЩЗ - холодовий стрес [13], парціальна ти-
роїдектомія [26]. 

Хоча за даними деяких авторів при повторному введенні ТТГ його ефект на секрецію тиро­
їдних гормонів не знижується та не розвивається рефрактерність до нього, більшість дослід­
ників відзначає відносну нетривалість фази гострої відповіді ЩЗ на тиротроішу стимуляцію 
[27-29]. Отже, незалежно від механізмів розвитку зниження реактивності ЩЗ на тиротропну 
стимуляцію, тривалість введення ТТГ експериментальним тваринам не повинна перевищува­
ти 10-14 днів. 

2.23. Модель парціальної тироїдектомії 

Видалення однієї частки щитоподібної залози (гемітироїдектомія) супроводжується ком­
пенсаторною гіперфункцією залишеної частки [26, ЗО, 31]. Слід враховувати, що в перші дні 
після операції в зв'язку з тим, що під час операції в кров потрапляє велика кількість тироїд­
них гормонів, вміст Т3 та Т4 може транзиторно підвищуватись, але надалі знижується поряд з 
підвищенням рівню ТТГ та тироліберину (ТРГ) [31]. У той же час, при гістологічному дослід­
женні у ЩЗ у цей період виявляються виразні ознаки гіперфункції [32]. У зв'язку з вищезаз­
наченим, головним критерієм ефективності тиростатичних засобів є зміна структури залози, 
а динаміка вмісту тироїдних гормонів у крові має суттєво менше значення. 

Тиростатичні препарати (ДЗ та препарат порівняння) призначають з 6-го дня з моменту опе­
рації в прийнятих дозах, результати враховують за 3 тижні після операції. Оскільки чутливість 
залишеної після геміструмектомії частки ЩЗ до тиротронних впливів значно зростає [33, 34 J, 
можливе використання комбінованої моделі парціальної тироїдектомії з наступним введенням 
ТТГ. Тиротропний гормон належить вводити протягом 5 днів з моменту операції в дозі 
0,5 Од/кг маси тіла. Облік реакції, як і в попередньому разі, робиться за 3 тижні після операції. 
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2.2.4. Модель стимуляції щитоподібної залози тиролібершом 

Протягом останніх років в УкрНДІФЕЗ була відпрацьована та широко використовувалась мо­
дель стимуляції тироїдної функції експериментальних тварин (щурів та кролів) тироліберином. 

Під час відпрацювання даної моделі виходили з припущення, що, поряд з трансгіпофізарною 
стимуляцією тироїдної функції, ТРГ мас місце також і самостійний вплив на паренхіму ЩЗ. 
На можливість подібних ефектів тироліберину вказують роботи низки дослідників [35-38]. 

Для розвитку стану гіпертирозу використовуються препарати синтетичного ТРГ. У наших дос­
лідженнях вживався «Рифатироїн» (Латвія) та препарат «Relefact TRH nasal» («Hoechst», Ні­
меччина). У першому випадку ТРГ вводився інтактним щурам з масою тіла 150-180 г внутріш-
ньом'язово в дозі 20 мкг/кг маси тіла (або 1 мОд/100 г маси тіла). У другому випадку - інтактним 
самцям кролів породи Шиншила масою 2,0-2,5 кг у дозі 25 мкг/кг маси тіла іптраназально. В 
обох випадках тварини оброблялись ТРГ щоденно протягом усього експерименту - 15 діб. ДЗ 
починали давати з 6-го дня на фоні введення ТРГ. Ефективна доза ТРГ, яку використовують для 
стимуляції тироїдної функції, в значній мірі залежить від способу його введення: за ступенем 
ефективності відповідно йдуть - внутрішньовенне, внутрішньом'язове та інтраназальне [39]. В 
експериментальних дослідженнях на тваринах та тестах з тироліберином на людях за даними 
ряду дослідників дози ТРГ коливаються в межах від 3,0 до 500 мкг/кг маси тіла [40-43]. 

Критеріями оцінки ефективності ДЗ та тироліберину є показники вмісту тироїдних гормо­
нів у сироватці крові (бажано і ЩЗ) та результати гісто-морфологічного та морфометрично-
го дослідження ЩЗ тварин. 

Згідно з даними наших досліджень, рівень ТТГ у крові у ТРГ-стимульованих тварин підви­
щувався помірно (у середньому на 20%), однак приріст вмісту тироїдних гормонів у них коли­
вався в межах 32-40% від контрольних значень; ЩЗ (за даними гісто-морфологічних дослід­
жень) відрізняється більш високою функціональною активністю, ніж в контролі. Основна ма­
са фолікулів має невеликий розмір, хоча в окремих ділянках залози спостерігається достатня 
кількість середніх та проміжних фолікулів. У малих та середніх фолікулах колоїд світлозабар-
влений, з невеликими вакуолями, він заповнює весь просвіт фолікула. Іноді зустрічаються 
одиничні великі вакуолі. Відзначається чітка гіперплазія та гіпертрофія епітеліальних клітин 
навіть у малих фолікулах, вакуолізація їхньої цитоплазми. На окремих ділянках залози зус­
трічаються дрібні осередки проліферації. Означені зміни в поєднанні з втратою ваги свідчать 
про розвиток у піддослідних тварин стану гіпертирозу. 

Слід відзначити, що спільне використання моделі збудження ЩЗ шляхом часткової тирої-
дектомії зі стимуляцією тироліберіном дає більш виразну картину морфологічних змін ткани­
ни залози, яка характерна для гіперфункціонуючої ЩЗ. При ч акому способі моделювання не­
обхідно в якості контролів використовувати групи псевдооперованих тварин та тварин з час­
тковою тироїдектомією, яким вводиться фізіологічний розчин. 

2.25. Визначення активності тиростатичних засобів за умов in vitro 

У випадках, коли це дозволяють умови проведення апробації, тиростатичні та тироїдстиму-
люючі сполуки повинні пройти біотестування на субопераційно отриманій тканині ЩЗ люди­
ни за умов in vitro. Оскільки на експериментальних моделях гіпертирозу неможливо адек­
ватно відтворити патологічний стан ЩЗ, відповідний ДТЗ, необхідність такої роботи вихо­
дить з таких положень: можливість видової чутливості ЩЗ до дії ефектора, залежність резуль­
тату від вихідного функціонального стану залози. Тому тестування ДЗ в експериментах in 
vitro з використанням ЩЗ людини дозволить наблизити адекватність ефекту на ЩЗ у хворих 
на ті чи інші тиропатії. 

Критеріями ефективності тиростатичних засобів при апробації in vitro на ЩЗ людини є: рі­
вень секреції тироїдних гормонів (вміст Т3 та Т4 в інкубаті), акумуляція циклічних нуклеотидів, 
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в першу чергу цАМФ, у тканині видаленої ЩЗ, захоплення иС-тимідину фрагментами ЩЗ як 
показник білковосинтетичної функції залози. Програма досліджень обумовлюється можливос­
тями лабораторії, але визначення вмісту тироїдних гормонів в інкубаті є обов'язковим. 

При цьому слід враховувати ту обставину, що комерційні тест-системи, призначені для виз­
начення загальних Т3 та Т4, непридатні для такого визначення в інкубаті, тому що виявляють 
тільки зв'язані форми гормонів, а в інкубаті відсутні транспортні білки - тироксинзв'язуючі 
глобулін та альбумін. Тому слід користуватися або спеціальними наборами для визначення 
вільних форм Т3 та Т4, або переводити гормони з вільної форми у зв'язану. Для цього, перед 
внесенням проби, що тестується, в робочі пробірки для RIA або імуноферментного визначен­
ня вмісту загальних Т3 та Т4, необхідно додати нормальну кінську сироватку в співвідношен­
ні 2:1. Паралельно за допомогою цих же наборів визначається середній рівень вмісту тироїд­
них гормонів у даній сироватці, розведеній для адекватності умов в такому ж співвідношенні 
чистим інкубаційним розчином. 

Для проведення даного дослідження фрагменти ЩЗ масою 50 мг, одержані під час субто-
тальної тироїдектомії у хворих на ДТЗ, після 45-хвилинної преінкубації в 500 мл середовища 
199 при 37°С переносяться до флаконів, які містять 1 мл робочої суміші. До ЇЇ складу на 1 мл 
середовища 199 входять: 1 мг бичачого альбуміну, 20 ммоль Hepes (Merk, Німеччина), 5-10% 
ембріональної сироватки, 100 ОД гентаміцину, а також ДЗ або стандартний тиростатик у тих 
самих концентраціях, що й ДЗ. їхній вміст в інкубаті коливається у межах 10 6-10 9 М. Реак­
ція протікає при 37°С. Паралельно проводять інкубацію контрольних зразків тієї ж ЩЗ, які не 
зазнають впливу ефекторів. 

Інкубація зрізів залози може проходити в два етапи. Після першого етапу, який триває 180 
хвилин, з флаконів, які містять робочу суміш та фрагменти ЩЗ, відбирають по 200 мкл інку-
бату для подальшого визначення у ньому вмісту вільних форм тироїдних гормонів, після чо­
го тканину ЩЗ переносять у нові флакони, які містять 1 мл інкубаційної суміші. Цей етап доз­
воляє оцінити вилив ДЗ на секреторну активність зрізів ЩЗ. Другий етап триває ще 15 годин, 
після чого знову відбираються аліквоти для подальншх аналізів. Рівень тироїдних гормонів у 
відібраному інкубаті у цьому разі характеризує здатність ДЗ впливати на синтетичні можли­
вості фрагментів ЩЗ. 

Термін інкубації тканини ЩЗ з ефектором залежить від задач дослідження: у разі визначен­
ня рівня секреції тироїдних гормонів залозою в інкубаті оптимальним вважається 180 хвилин, 
у разі визначення акумуляції в ній цАМФ - 20-30 хвилин, у разі оцінки рівня захоплення 
14С-тимідину - 60 хвилин. 

Максимально ефективною концентрацією ДЗ слід вважати ту, яка викликає зниження по­
казника, що аналізується (тобто вміст тироїдних гормонів в інкубаті, накопичення цАМФ або 
поглинання "С-тимідину зразками ЩЗ), не менше ніж на 20% від контрольних значень. 

Оскільки метою використання тиростатичних засобів є, перш за все, пригнічення секретор­
ної функції ЩЗ, у даному разі основним критерієм, який визначає ефективність, є зміни ви­
киду тироїдних гормонів в інкубаційне середовище, та саме цей показник є основним під час 
оцінки дії ДЗ за умов in vitro. 

Дослідження акумуляції цАМФ та включення 14С-тимідину в тканину ЩЗ, хоча й поступа­
ються за пріоритетом оцінці секреторної функції фрагментів залози, їх бажано включати до 
комплексної оцінки тиростатичної активності ДЗ, оскільки вони розширюють уявлення про 
можливі механізми антитироїдної дії ДЗ. 

Для екстракції цАМФ з тканини ЩЗ її зрізи (50 мг) після 30-хвилинної інкубації з «ректо­
рами у вищезгаданих умовах гомогенізують у 6% трихлороцтовій кислоті (ТХО) при 4°С та цен­
трифугують 15 хвилин при 2500 g. Супернатант обробляють 5-кратним об'ємом водонасичено-
го діетилового ефіру. Фракції ефіру видаляють. Водні екстракти, які містять цАМФ, висушують 
при 60°С. Одержані осади розчиняють у фосфатному буфері, аліквоти беруть для визначення 
вмісту цАМФ методом RIA, зазвичай за допомогою імпортних наборів (Словаччина, Англія). 
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ДЛЯ визначення поглинання міченого тимідину наважку ЩЗ (50 мг) иреінкубують при тем­

пературі 37°С протягом ЗО хвилин. Після цього в 1 мл робочої інкубаційної суміші вводять 
10 мкКи иС-тимідину та інкубують упродовж однієї години. Тканину виймають, 5-разово 
промивають, промокають та гомогенізують. Гомогенат переносять у флакони та доливають 10 
мл сцинтиляційної рідини. Після цього радіоактивність проб підраховують на бета-лічильни-
ку протягом 100 секунд; відсоток поглинання порівнюють з показниками тотальної радіоак­
тивності робочого розчину міток, який введено в інкубаційне середовище. 

Хоча відповідь системи аденілатциклаза - цАМФ на дію ефекторів спостерігається досить 
швидко - за 20-30 хвилин, процес акумуляції циклічних нуклеотидів у тканині ЩЗ продов­
жується досить довго [44, 45]. У зв'язку з цим можливе одночасне дослідження впливу ДЗ на 
інтенсивність секреції тироїдних гормонів та на процес накопичення цАМФ у тканинах після 
першого етапу дослідження (180 хвилин). Після його завершення фрагменти ЩЗ переносять­
ся до 6% розчину ТХО для подальших досліджень. 

3. Вивчення специфічної активності тироїдстимулюючих засобів 
в експериментах in vivo та in vitro 

Нині все більше поширюється захворювання на первинний гіпотироз (ГТЗ), який виникає 
на базі автоімунного тироїдиту. У переважній більшості випадків (90-95%) захворювання гі~ 
иотирозом обумовлено патологічними процесами в самій ЩЗ, які знижують рівень продукції 
тироїдних гормонів [20, 46J. На жаль, пошук активних неспецифічних стимуляторів ЩЗ, які 
здатні відновлювати її функціональну активність, до цього часу не досяг великого успіху, то­
му дослідження в цьому напрямку набувають все більшого значення. 

3.1. Вивчення тироїдстимулюючих засобів на експериментальних моделях 

Для вивчення тироїдстимулюючих засобів в експериментах in vivo рекомендується вико­
ристання таких моделей гінотирозу: ятрогенний, післяопераційний та пострадіаційний, а та­
кож ГТЗ, який розвивається у тварин на фоні автоімунних процесів у ЩЗ. 

Моделювання експериментального ГТЗ проводиться на турах популяції Вістар масою 
150-180 г або на кролях породи Шиншила масою 2-3 кг. Використання кролів є доцільнішим 
у зв'язку з більш високим відсотком відтворення тиропатій. 

Як об'єкт для проведення досліджень in vitro може бути використана ЩЗ хворих на зоб Ха-
шімото, яких піддавали оперативному втручанню. 

3.1.1. Модель хімічно індукованого гіпочшрозу 

Хімічно індукований ГТЗ викликається тривалим (протягом 8 тижнів) введенням тваринам 
препаратів імідазолу або тіосечовини. Доза мерказолілу, достатня для вірогідного ириї нічен-
ня функціональної активності ЩЗ, у даному експерименті коливається в межах 3-5 мг/кг ма­
си тіла [47], метилтіоурацилу або пропілтіоурацилу, який широко використовується останнім 
часом, - 50-60 мг/кг маси тіла [48, 49]. Однак, з нашої точки зору, найбільш ефективним є 
застосування мерказолілу, тому що разом з дією на синтез тироїдних гормонів у ЩЗ він 
впливає на імунну систему організму в цілому та, зокрема, на імунні процеси в ЩЗ 150-52]. 

Тваринам вводять стимулятори, що вивчаються, паралельно з інгібіторами тироїдної фун­
кції ЩЗ, починаючи з 5 тижня експерименту. Вплив неспецифічних тироїдних стимуляторів 
оцінюється як за результатами гістологічного дослідження ЩЗ, так і за ступенем «протидії» 
зниженню рівня тироїдних гормонів та підвищенню рівня ТТГ у крові тварин. Критерії 
оцінки ефективності впливу ДЗ стандартні - рівень Т3, Т4, ТТГ в крові та результати гісто-
морфологічного та морфометричного дослідження ЩЗ. Самостійне введення препаратів 
призводить до пригнічення тироцитів: вони зменшуються за розміром, погано забарвлюються 
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на РНК, знижується їхня синтетична активність. 
Як було відзначено вище, тривале введення тиростатичних засобів, особливо мерказолілу, 

викликає в ЩЗ ознаки автоімунного тироїдиту, перга за все, у вигляді лімфоїдної інфільтрації 
залози. Тому даний варіант ГТЗ представляє собою комбіновану форму тиропатії, що виникає 
як у зв'язку із виливом препаратів на синтез та секрецію тироїдних гормонів, так і у зв'язку з 
інфільтрацією ЩЗ лімфоцитами, які є джерелом утворення специфічних автоантитіл [53, 54]. 

3.12. Модель післяопераційного гіпотирозу 

Природно, що після тотального видалення ЩЗ призначення стимуляторів функції є без­
глуздим, а ЩЗ після геміструмектомії при наявності достатніх резервних можливостей та 
адаптивної гіперфункції залишеної частки залози також не може бути об'єктом впливу стиму­
ляторів. Однак видалення 2/3 ЩЗ неминуче призводить до розвитку ГТЗ, що створює мож­
ливість для проведення апробації тироїдстимулюючих засобів. Деякі дослідники [55J пропо­
нують використовувати комбіновану модель - парціальну тироїдектомію з одночасним вида­
ленням верхнього шийного симпатичного вузла, котре само по собі викликає зниження тиро-
їдпої функції та потенціює результати парціальної тироїдектомії. До такого ж результату 
призводить двобічне ушкодження гіпоталамічного паравентрикулярного ядра [56, 57], так 
званий гіпоталамічний ГТЗ [58]. 

ДЗ починають вводити з ЗО доби після операції. Співставляють активність ДЗ за прийняти­
ми критеріями - рівень тироїдних гормонів та результати гісто-морфологічного та морфомет-
ричного дослідження. 

3.1.3. Модель пострадіаційного гіпотирозу 

Для моделювання ГТЗ шляхом радіаційного виливу зазвичай використовують доволі висо­
кі дози (600—700 мкКи Ш І ) [59). Ш І вводиться одноразово внутрішньоочеревинно або під­
шкірно. Прояви ГТЗ розвиваються за 2 місяці. Починати застосовування засобів з очікуваним 
тироїдстимулюючим ефектом доцільно через 1 місяць після радіаційного виливу та продов­
жувати протягом 2 місяців. Ефект радіації може бути отриманий й при використанні менших 
доз (450 мкКи 131І), але в таких випадках зміни стосуються тільки рівня Т4 та ТТГ [60J. 

3.1.4. Модель гіпотирозу автоімунного генезу 

ГТЗ у більшості випадків розвивається на фоні імунних уражень, які відбуваються в ЩЗ: 
зменшення кількості активно функціонуючої тироїдної паренхіми [53, 61] та, як наслідок, по­
рушення синтезу тироїдних гормонів [62-64]; зниження функціональних резервів ЩЗ \65]. 
Крім дистрофічних змін у тироїдній паренхімі, можливе також порушення зв'язування тиро­
їдних гормонів у периферичній крові, що посилює стан гіпотирозу [66, 67]. 

Для отримання моделі ГТЗ автоімунного генезу проводиться 3-тижнева імунізація тварин 
антигеном ЩЗ людини, виділеної субопераційно, в комбінації з повним ад'ювантом Фрейпда. 
Виділення антигену ЩЗ людини проводять за А.О. Vladutin [68]. Для цього фрагмент ЩЗ го­
могенізують у 0,15 М НС1 в об'ємному або ваговому співвідношенні 1:3. Гомогенат витриму­
ють одну добу при температурі 4-8°С, після чого 10 хвилин центрифугують при 2000 g. Одер­
жаний супернатант і є антигеном, котрий використовується в подальшому для імунізації тва­
рин. Окремі аліквоти можуть зберігатися в замороженому стані 2-3 тижні. 

Для подальшого розрахунку кількості антигену, що вводиться тваринам, у супернатанті не­
обхідно визначити кількість білка будь-яким зручним для дослідника методом. 

Далі, за методикою, описаною О.Е.Вязовим [69J, проводиться імунізація протягом 3 тижнів. 
Перший раз тваринам внутрішньовенно вводиться 0,5 мг білка-антигену на фізіологічному 
розчині. Загальний об'єм ін'єкції складає 0,5 мл. Одночасно підшкірно в область черевної 
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стінки у 6 місцях вводять суміш повного ад'юванта Фрейпда з антигеном: ОД мл ад'юванта та 
ОД мг білка-антигена у ОД мл фізрозчину. За 4 дні кролям внутрішньовенно вводиться 0,5 мг 
білка-антигена у 0,5 мл фізрозчину. За 7 днів після першого введення цикл повторюють. 

Після закінчення імунізації тваринам протягом 10 14 днів дають ДЗ з очікуваними тироїд-
стимулюючими властивостями. Оцінка ефективності сполук, що тестуються, проводиться так 
само, як у випадках, що описані вище. 

Слід підкреслити, що при роботі з усіма моделями гітютирозу визначальним гормональним 
показником функції ЩЗ є рівень ТТГ в периферичній крові, тому що зниження або підвищен­
ня його рівня може виявлятися раніше, ніж зміни концентрації Т3 та Т4. 

Для визначення вмісту ТТГ у плазмі (сироватці) крові експериментальних тварин за відсут­
ності тест-систем із специфічними антисироватками (відповідно щурячої або кролячої) мо­
жуть бути використані комерційні набори, що призначені для аналогічних досліджень у лю­
дини. Динаміка показників вмісту ТТГ, що визначається за допомогою таких тест-систем, до­
сить інформативна [70] та може бути рекомендована до використання. 

3.1.5 Визначення активності тироїдстимулюючих сполук в умовах in vitro 

Як об'єкт для вивчення дії неспецифічних тироїдних стимуляторів рекомендується вико­
ристання субопераційно вилученої ЩЗ хворих на зоб Хашімото. Оперативному лікуванню 
піддаються тільки ті хворі на автоімунний тироїдит, в яких зоб досягає НІ та більшого ступе­
ню та не лікується консервативно. Як правило, у цих випадках вже є ознаки ГТЗ. 

Випробування нових тироїдних препаратів в умовах in vitro на ЩЗ людини не проводиться, 
оскільки вони є засобами замісної терапії та в значній мірі блокують власну функцію ЩЗ. 

Оцінка ефективності неспецифічних тироїдних стимуляторів проводиться за такою ж схе­
мою, що й апробація тиростатичних засобів. 

Окрім таких показників, як секреція тироїдних гормонів у інкубаційне середовище, акуму­
ляція цАМФ та захоплення иС-тимідину, може бути використаний тест чутливості залози до 
дії відомих гормональних стимуляторів, наприклад, норадреналіну, який вводиться в інкубат 
у концентрації 5Д0 6 М, або ТТГ (його ефективна концентрація в інкубаті складає 0,01-
ОД Од/мл) [45, 71]. ДЗ, підвищуючи чутливість ЩЗ до вказаних стимуляторів, можуть потен­
ціювати їхню дію. 
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Розділ III 

СКРИНШГОВІ ДОСЛІДЖЕННЯ РЕЧОВИН 
З ПЕРЕДБАЧУВАНОЮ АНДРОГЕННОЮ 
ТА АНТИАНДРОГЕННОЮ АКТИВНІСТЮ 

Гладкова А.I., 
Сергієнко Л.Ю. 

Вступ 

Проблема створення нових лікарських засобів, здатних коригувати гормональний фон в ор­
ганізмі людини, особливо загострилася у зв'язку з погіршенням екологічної ситуації, зокрема, 
в Україні. 

Ендокринна система, котра забезпечує адаптацію організму, знаходиться постійно під деста­
білізуючою дією чинників навколишнього середовища, що призводить до значного росту дис-
функцій усіх ендокринних залоз. За цих умов пошук та створення нових гормональних, гор-
моноподібних та антигормональних препаратів набуває все більшої актуальності. 

Повною мірою вищесказане стосується системи чоловічих статевих гормонів (андрогенів) 
та їх антагоністів (антиандрогенів). Дані методичні рекомендації пропонуються з метою уні­
фікації підходів до оцінки специфічної андроген-анаболічної та антиандрогеппої активності 
сполук шляхом застосування стандартних експериментальних прийомів та моделей. Останнє 
дозволить об'єктивно оцінити на сучасному рівні специфічний ефект речовин, що тестуються, 
отримати у різних лабораторіях співставлювані результати та оптимізувати процес відбору 
потенційних лікарських засобів для клінічних досліджень. 

Вивчення андрогенних та антиандрогенних властивостей необхідне у разі направленого 
синтезу сполук. Окрім того, ряд лікарських препаратів, застосування яких виходить за межі 
ендокринних захворювань, можуть проявляти андрогенну (рідко) або антиандрогенну (знач­
но частіше) дію, тому для таких речовин теж доцільно мати уявлення про наявність андроген-
анаболічних або антиандрогенних властивостей. 

Біологічні методи визначення андрогенних чи антиандрогенних властивостей можуть стати 
в нагоді також при аналізі продуктів харчування у зв'язку з використанням анаболіків при 
відгодівлі худоби. 

Перелік тестів, спрямованих на визначення механізмів дії нових речовин з встановленою у 
скринінгових дослідженнях андрогенною або антиандрогенною дією дуже великий і має виз­
начатися у кожному випадку окремо. Автори цих методичних рекомендацій не ставили перед 
собою завдання представити методи визначення механізмів дії, а зосередили увагу на мето­
дичних підходах по встановленню специфічної (андроген-анаболічної або антиандрогеппої) 
дії, тобто на етапі так званих скринінгових досліджень. 

Дані по вивченню специфічних андрогенних та антиандрогенних властивостей є частиною 
загальних доклінічних досліджень. 

1. Андрогени 

/ . / . Натуральні андрогени 

Андрогени - стероїдні гормони, що продукуються в чоловічому та жіночому організмі в ста­
тевих і частково в надниркових залозах. Деяка кількість андрогенів може утворюватись із їх 
попередників у периферичних тканинах. 
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Кількість андрогенів, що синтезується в природних умовах, досить велика. За структурою ан­
дрогени можуть належати до андростенового або андростанового ряду, що обумовлює їх різні 
біологічні властивості. За своєю активністю (за тестом на сім'яних пухирцях) вони розподіля­
ються у наступному низхідному порядку: 5а-дигідротестостерон (ДГТ); тестостерон; 17-ме-
тил-За, 17р-діокси-5а-андростан; За,17р-андростандіол; андростендіон; андростандіон; Зсс,17р-
андростандіол; андростерон; 5-андростен-3,17-діон; дегідроепіандростерон; еиіандростерон. 

1.2. Фізіологічні властивості. Клінічне застосування 

Фізіологічне значення андрогенів багатогранне. У чоловіків під впливом андрогенів відбу­
вається статева диференціація мозку, формування вторинних статевих ознак, стимулюються 
окремі стадії сперматогенезу, лібідо, еякуляція. У жінок андрогени можуть бути антагоніста­
ми естрогенів, що реалізується в пубертатному періоді, в фолікулогенезі, у пологовій діяль­
ності; у жінок андрогени стимулюють статевий потяг, секрецію маткових залоз, ріст та кера-
тинізацію піхви. У осіб обох статей андрогени впливають на всі види обміну речовин - білко­
вий, ліпідний, вуглеводний, виявляючи виразну анаболічну дію, що обумовлює їх застосуван­
ня при різних неендокринних захворюваннях, наприклад, при виразках шлунково-кишкового 
тракту, при ішемічній хворобі серця, анеміях та ін. 

У чоловіків андрогени використовуються при гіпогонадизмі, послабленні статевого потягу, 
порушенні сперматогенезу, затримках статевого дозрівання, клімактеричному синдромі. 

У жінок андрогени застосовуються в усіх випадках,'коли необхідно нейтралізувати вилив 
естрогенів - при маткових кровотечах, гормонзалежних пухлинах, мастопатіях. 

Найчастіше у терапевтичній практиці користуються таким андрогеном як тестостерону про-
піонат (тестостеронпропіонат). Він же використовується, звичайно, як контрольний стандар­
тний препарат. Неетерифікований тестостерон застосовують лише з дослідницькою метою. 
Різні ефіри тестостерону (в тому числі і пропіонат) пролонгують дію гормону, комбінація де­
кількох ефірів забезпечує ще більшу тривалість ефекту. 

Незважаючи на наявність значної кількості природних андрогенів, в усьому світі проводить­
ся безперервний пошук нових препаратів з андрогенною активністю, сполук направленої дії, 
які б використовувалися в клініці за різними призначенням. 

Андрогени входять до складу багатокомпонентних гормональних препаратів, а саме, тесте-
иату, нримодіану, тсстовірону, сустанону-50 (Югославія) та омиадрсну (Польща), амбоссксу 
(Угорщина), Б-73 (Болгарія), гравігносту (Німеччина), еструсиму (Румунія), фскундину 
(Швейцарія), овогену та дигітолу (Україна) та ін. Ефект андрогенної складової у деяких пре­
паратах може модифікуватися естрогенами. Останнім часом віддасться перевага пероральним 
формам андрогенів (андріол, местеролон) над ін'єкційними. 

При визначенні андрогенних властивостей необхідно знати спосіб застосування майбутньо­
го андрогену. Залежно від цього розробляється схема досліджень та використовуються відпо­
відні методи вивчення. 

Слід також ураховувати наявність локальних та системних ефектів. Для оцінки локальних 
ефектів звичайно використовують гістологічні та гістохімічні методи дослідження (в експеримен­
ті) або визначення клінічного ефекту, а також безпосереднього накопичення андрогенів в тканині. 

Системні ефекти можуть бути оцінені кількома способами, в тому числі шляхом визначен­
ня концентрації гормону в крові та тканинах, дослідження вмісту гормонів, які знаходяться з 
андрогеном в конкурентних відносинах або зв'язані з ним за механізмом негативного зворот­
ного зв'язку, наприклад, гонадотропінів. Нижче наведені найбільш поширені методи визна­
чення андрогенної активності. 

Складність виявлення андрогенної активності пов'язана з високою динамікою процесу і, у 
зв'язку з цим, важкістю встановлення оптимальних термінів обстеження, а також органів та 
тканин, що підлягають вивченню. 
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Правомірність вищесказаного підтверджується нашими дослідженнями фармакокінетики 
дигідротестостерону за допомогою 3Н-ДГТ (у дозі 3,7 мБк 5а-ДГТ-1,2,4,5,6,7~Н-6 з питомою 
активністю 4588 ТБк/моль). 

Вміст 3Н-ДГТ ( Бк/мг/мл-10) у передміхуровій залозі становив через 2 год 13,4±1,2; через 
24 год - 6,7±0,7; через 48 год - 5,5+0,3; через 72 год - 1,6±0,8. У сім'яних пухирцях у ті ж стро­
ки: 17,0±2,6; 9,8±1,2; 0,0+0,1. Тобто, максимальна концентрація в цих андрогензалежних орга­
нах визначалась через 2 год після введення, а до 72 год спостерігалися лише фонові величини. 
При визначенні андрогенної активності в тесті з андрогензалежними органами слід приймати 
до уваги дві обставини. По-перше, наявність динаміки у часі, а, по-друге, відставлений у часі 
біологічний ефект, який проявляється у збільшенні маси органів. Останнє має місце па 3~ 
4 день після прийому андрогену. Після одноразового введення зміни у масі органів дуже нез­
начні, тому стандартна методика передбачає багаторазове введення (див. нижче). 

При оцінці андрогенної активності за вмістом андрогену в крові також слід враховувати на­
явність певної динаміки. Після одноразового введення максимум накопичення спостерігаєть­
ся через 2 год (до 14999±2548 Бк/мл • 10). Але уже через 24 години його вміст знижується до 
2961+103, залишаючись приблизно на такому ж рівні і через 48 годин (2029±103) і лише че­
рез 72 години кількість андрогену різко зменшується (277+81), а через 7 днів досягає фонових 
значень. 

У сечі мають місце зворотні процеси. Протягом першої доби після введення андроген не виз­
начається, через 24 год з'являється у незначній кількості, досягає піку (46396± 16420) через 
48 годин. Після 72 год починається спад, але і через 7 діб андроген знаходиться у сечі 
(5080±557). Отже, при вивченні андрогенної активності за кількістю андрогену в крові дослід­
ження слід виконувати у перші години після введення, а у сечі - через 3 доби. 

При використанні іншого андрогену конкретні його рівні в крові та сечі, а також час прояву 
біологічних ефектів можуть відрізнятися від наведених у даному прикладі. 

13. Оцінка андрогенної активності. Біологічне тестування 

Метод базується на реакції андрогензалежних органів на андроген. Випробування прово­
дяться на статевонезрілих або на кастрованих чи гонадектомованих статевонезрілих твари­
нах, тобто у всіх випадках моделюється андрогенна недостатність. 

Використання моделі визначається тривалістю експерименту. При випробуванні речовин з 
пролонгованою дією на статевонезрілих тваринах вилучення статевих залоз обов'язкове, тому 
що в іншому випадку буде мати місце спонтанне підвищення рівня андрогенів та маси андро­
гензалежних органів при настанні пубертату. Короткочасний експеримент може бути викона­
ний на статевонезрілих тваринах. Однак, для стандартизації умов звичайно використовують 
кастрованих тварин, частіше щурів, хоча вид тварин не має принципового значення. 

Рівень власних гормонів тварини внаслідок гонадектомії різко знижується вже в перші годи­
ни та дні після операції. Для гарантії стабільно низького рівня андрогенів (певна кількість гор­
монів зберігається за рахунок адрепалового біосинтезу) тварин залишають на 21 день, після чо­
го починають введення речовини, що тестується. Введення проводять у кількох дозах. При ви­
борі доз користуються результатами попереднього визначення гострої токсичності, а за їх від­
сутності - даними літератури стосовно терапевтичних доз близьких за будовою речовин. Вве­
дення проводять протягом 7 днів. Контролем є гонадектомовапі тварини аналогічного віку та 
маси тіла, яким замість речовини, що тестується, вводять розчинник. Для стероїдних сполук 
звичайно для цього використовують кісточкову олію, для інших - розчини твіну, крохмалю. 

Через добу після закінчення ін'єкцій (або перорального прийому) тварин декапітують. Ви­
діляють та зважують сім'яні пухирці (СП), вентральну долю передміхурової залози (ВПЗ). Як 
правило, при вивченні андрогенної активності проводять випробування й на анаболічну ак­
тивність. З цією метою зважують бульбо-кавернозні м'язи (m. levator ani, т . 1. а.). 
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Додаткову інформацію про наявність андрогенної активності отримують, зважуючи тимус, 
надниркові залози та гіпофіз, а про анаболічну активність - зважуючи нирки та серце. Оскіль­
ки, як правило, оцінюють не абсолютні показники маси органів, а відносні, то необхідно мати 
дані про масу тіла піддослідних щурів у день забою. 

Андрогенну активність визначають за приростом маси сім'яних пухирців та передміхурової 
залози у гонадектомованих та/або статевонезрілих тварин. Показником анаболічної актив­
ності є збільшення маси m. levator ani. Користуючись вказаними величинами, підраховують 
анаболічний індекс (АІ) за формулою: 

маса m.l.a. (доел.) - маса m.l.a. (контроль) 
маса ВПЗ (досл.) - маса ВПЗ (контроль) 

Враховуючи той факт, що чутливість СП та ВПЗ неоднакова по відношенню до різних ан­
дрогенів, краще обчислювати анаболічний індекс, виходячи з напівсуми мас СП та ВПЗ. 

У цьому випадку у знаменнику формули (1.1) буде величина: 

маса СП + маса ВПЗ 1 2 
2 

Введення речовини з виразною андрогенною активністю некастрованим тваринам супро­
воджується пригніченням власної секреції андрогенів, про що свідчать дослідження з введен­
ням міченого тестостерону та наступним визначенням його в крові, що відтікає від ясчка та 
надниркових залоз. Тому при тестуванні на некастрованих тваринах, хоча й визначається су­
марна андрогениа активність (екзогенний андроген + ендогенний), але в плазмі кількісно пе­
реважає введений екзогенний гормон. 

Описаний метод, незважаючи на те, що він здається простим та малочутливим (порівняно 
з радіоімунологічними методами), має низку переваг. Перш за все тому, що він дас кінцевий 
біологічний результат без урахування проміжних ланок. Визначаючи, наприклад, тестосте­
рон у крові, ми не маємо гарантії реалізації біологічного ефекту, оскільки можуть «не спра­
цювати» усі проміжні ланки, необхідні для реалізації дії андрогену. Прикладом цього можуть 
бути клінічні спостереження над андрогенною недостатністю при досить високому рівні тес­
тостерону. 

2. Антиандрогени 
(коротка характеристика, класифікація, медичне застосування) 

Різноманітність та значущість фізіологічних функцій, які контролюються чоловічими стате­
вими гормонами, визначають необхідність корекції андрогеннасиченості тканин не тільки при 
гіпо-, але і при гіперандрогеніях. 

Як відмічено у першому розділі, компенсація недостатньої забезпеченості організму чолові­
чими статевими гормонами досягається шляхом замісної терапії, для чого використовується 
широкий спектр речовин з андроген-анаболічними властивостями. Навпаки, у тих випадках, 
коли мають місце ознаки гіперандрогенізації, застосування знаходять функціональні антаго­
ністи чоловічого статевого гормону та його метаболітів - так звані антиандрогени. «Антиан­
дрогени - це сполуки, які перешкоджають прояву активності андрогенів» (Dorfman, 1970). 

Із такого визначення витікає, що медичне призначення антиандрогенів має сенс у тих випад­
ках, коли, як у чоловічому, так і в жіночому організмі спостерігаються симптоми гіперандро-
генії. До таких станів відносять прискорене статеве дозрівання, гіперсексуальність, гіпертро­
фії і рак передміхурової залози у чоловіків, андрогензалежну алопецію, гірсутизм та інші оз­
наки вірилізації у жінок, юнацькі вугри, себорею у представників обох статей. 

Деякі з названих патологій (вугри, себорея, гірсутизм, облисіння) не загрожують здоров'ю та 
життю, хоча негативно виливають на психологічний стан людини. Інші, наприклад, вірилізм 
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часто лишає жінку безплідною, а андрогензалежні пухлини передміхурової залози значно ско­
рочують тривалість життя у чоловіків. Так, раку передміхурової залози належить друге місце 
серед причин смерті чоловіків до п'ятдесяти років і перше місце серед чоловіків після шістде­
сяти п'яти. Традиційні підходи до лікування вказаних тяжких хвороб полягають у хірургічно­
му втручанні з наступним лікуванням естрогенами, здатними пригнічувати андрогензалежнии 
ріст передміхурової залози, хоча застосування естрогенів у чоловіків часто викликає усклад­
нення з боку серцево-судинної системи, аж до інфарктів, тромбоемболій та летального кінця. 

Із вищесказаного стає зрозумілим, наскільки важливою є проблема пошуку нових речовин, 
здатних нейтралізувати патогенний вплив чоловічих статевих гормонів на передміхурову за­
лозу та інші андрогенчутливі тканини. Саме із створенням нових високоефективних блокато-
рів дії чоловічого статевого гормону пов'язують у всьому світі надію на успіх у боротьбі з он-
кохворобами органів репродуктивної системи у чоловіків та жінок, на розробку косметичних 
засобів, що нормалізують стан шкіри та її придатків при андрогензалежних иатологіях. 

Сучасні уявлення про біодинаміку андрогенів в організмі, як відмічають О.Г.Резніков та 
С.В.Варта (1988), дозволяють теоретично припустити можливість блокади андрогенного 
впливу на андрогенчутливі тканини шляхом гальмування біосинтезу і секреції андрогеи-
зв'язуючих білків крові, інгібування утворення в клітинах-мішенях 5сс-дигідротестостерону 
та інших біологічно активних метаболітів тестостерону, блокади рецепторів андрогенів в ан-
дрогенчутливих тканинах, порушення транслокації андроген-рецепторного комплексу в яд­
рах клітин та їх взаємодії з акцепторними місцями на хроматині, прискорення метаболічної 
інактивації та виведення андрогенів з організму. 

Сьогодні антиандрогенні властивості, що реалізуються через вказані вище механізми, визна­
чені для великої кількості речовин як природного, так і штучного походження. У таблиці на­
ведена класифікація відомих антиандрогенів відповідно до їх хімічної природи та фізіологіч­
ної дії (А.Г.Резников, С.В.Варга, 1988). Ця класифікація повинна прийматися до уваги роз­
робниками нових антиандрогенів для того, щоб при проведенні тестування пової сполуки на 
специфічні властивості були застосовані оптимальні підходи та визначені необхідні фізіоло­
гічні параметри. 

Оскільки дія антиандрогенів та характер їх клінічного застосування дуже різноманітний, об'єм 
специфічних ефектів, котрі вивчаються при тестуванні речовини на антиапдрогенну активність, 
у кожному окремому випадку може бути різним. Останнє залежить передусім від того, чи стоїть 
задача встановити механізми антиандрогенної дії у нової сполуки та знайти небажані та шкідли­
ві ефекти. До останніх, наприклад, відносяться антигонадотропні та антистероїдні властивості 
деяких стероїдних антиандрогенів, що призводить до розвитку типового кастраційного синдро­
му внаслідок згасання внутрішньосекреторної та сиерматогенної функції сім'яників. 

З іншого боку, оскільки спектр методичних підходів для доведення антиандрогенної актив­
ності речовин достатньо великий, у кожному конкретному випадку при проведенні скринін-
гових досліджень слід приймати до уваги кваліфікаційний склад групи дослідників (їх спеці­
алізацію, досвід), можливості експериментальної бази, в тому числі, наявність окремих видів 
лабораторних тварин, об'єм фінансових витрат та той проміжок часу, що знадобиться для про­
ведення роботи. 

Разом з тим певний об'єм досліджень, що дозволяє зробити висновок про наявність у нової 
сполуки антиандрогешшх властивостей, повинен виконуватись завжди. 

Нижче описані конкретні методики, що складають перелік обов'язкових і застосовуються 
найбільш часто. До викладення конкретних методик вважаємо за необхідне додати деякі по­
ложення загального характеру: 

1. Оскільки антиандрогени для системного та топічного (місцевого) застосування мають 
рівнозначний клінічний інтерес, не слід обмежуватися при вивченні аитиандрогенних ефектів 
одним шляхом введення. Останнє може призвести до втрати цінної інформації відносно пер­
спективності створеної сполуки. Наприклад, аналог відомого нестероїдного антиандрогену 
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Класифікація антиандрогенів (А.Г.Резников, С.В.Варга, 1988) 
Таблиця 

І. За хімічним складом 
А. Нестероїдні антиандрогени 

, Заміщені карбоксаніліди: флутамід (Sch 
13521, ніфтолід), гідроксифлутамід 
(гідроксиніфтолід), Ru 23908 (анандрон), Ru 
22930, АА 560 
Стероїдоподібні речовини і секостероїди: Ro 
5-2537; Ro-2-7239, дигідроізостенол та ін. 
Лікарські засоби та сполуки різної хімічної 
структури та походження: DIMP, циметидин, 
ферулієва кислота, перміксон, каннабінол та 
ін. 

Б. Стероїдні антиандрогени 
1. Прогестини та їх похідні: прогестерон, ципроте-

рон, ципротерону ацетат, хлормадінонацетат, 
медроксипрогестеронацетат, 11 -гідроксипроге-
стерон (Sch 12600), мегестролацетат 

2. Похідні андрогенів: А-нортестостерон, ВОМТ, 
З-гідрокси-А-нортестостерон, 17а-метил-р-нор-
тестостерон, теслак, TSAA-291 та його аналоги, 
17а-пропілтестостерон (топтерон) 

3. Естрогени: 17а-естрадіол, етинілестрадіол, 
діетилстильбестрол, синестрол та ін. 

4. Спіронолактони: верошпірон, альдактон  
II. За фізіологічною дією 

А. Блокатори рецепторів андрогенів 
1. Блокатори рецепторів андрогенів ("чисті" 

антиандрогени): флутамід (ніфтолід) та їх 
похідні, Ru 23908, Ru 22930, АА 560, DIMP, 
ципротерон 

2. Антиандрогени комбінованої дії (здатність 
блокувати рецептори андрогенів у сполучен­
ні з антигонадотропною або анти 5а-редук-
тазною активністю): похідні прогестинів та 
андрогенів 

Б. Сполуки, що впливають на секрецію, транспорт 
та метаболізм андрогенів 
1. Блокатори біосинтезу та секреції гіпоталаміч-

них гонадотропін-рилізинг-гормонів та гіпо-
фізарних гонадотропінів: прогестини, естрогени 

2. Інгібітори біосинтезу андрогенів: аміноглутети-
мід, ціантриметінандростенолон, естрогени 

3. Інгібітори 5а-редуктази тестостерону: естроге­
ни, прогестини, 4-андростан-3-он-17р-карбоно-
ва кислота 

4. Стимулятори біосинтезу тестостерон-естрадіол-
зв'язуючого глобуліну плазми крові: естрогени, 
тироїдні гормони 

5. Стимулятори катаболізму андрогенів в організ-
мі: кататоксичні стероїди, барбітурати і т. ін. 

флутаміду Ru-22930 при системному введенні не пригнічує тестостеронстимульованого рос­
ту вентральної долі передміхурової залози кастрованих щурів, в той же час при трансдермаль-
пому введенні він ефективно блокує стимулюючий вплив тестостерону иропіоиату на андро-
гензалежні процеси в дериватах шкіри (сальні залози, волосяні фолікули). Відсутність анти-
андрогенних властивостей у Ru-22930 при системному введенні, на думку J.P.Raunanld et al. 
(1977), обумовлена його швидким знешкодженням у печінці. 

2. Антиандрогени знаходять широке застосування при терапії різноманітних гормонзалеж-
них патологій як у чоловіків, так і у жінок. Естрогени та прогестини самі по собі є активними 
антагоністами чоловічих статевих гормонів, що суттєво впливає на антиандрогеніши ефект 
штучних антиандрогенів. Останнє зумовлює необхідність проведення скринінгових дослід­
жень як на самцях, так і на самицях. 

3. Оскільки клінічна потреба в застосуванні антиандрогенів часто пов'язана з патологіями, 
що виникають у період статевого дозрівання (юнацькі вугри, себорея) або згасання статевої 
функції (гіпертрофія та рак передміхурової залози), коли в здоровому організмі має місце нес­
табільність гормонального фону та різна інтенсивність процесів метаболізму, суттєвим є про­
ведення скринінгових досліджень на тваринах різного віку, в тому числі пубертатного періо­
ду та старшої вікової групи. 

4. Результати скринінгових досліджень на культурах тканин та в безклітинних системах, що 
дуже популяризуються закордонними дослідниками, у багатьох випадках не співпадають з да­
ними, отриманими в умовах цілісного організму, а значить, не можуть служити абсолютним 
доказом наявності антиандрогенних властивостей у речовини, яка тестується. 

У той же час, вивчення антиандрогенних властивостей речовин через їх внесення в живиль-
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не середовище, де інкубують патологічно перероджені органи та тканини, отримані субопера-
ційно (наприклад, при гіпертрофічній чи онкопереродженіи передміхуровій залозі), дозволяє 
оцінити антиандрогенні можливості речовин та препаратів щодо патологічно зміненого орга­
ну. У такий спосіб, наприклад, певною мірою можна моделювати вплив антиандрогену на пе­
редміхурову залозу при перректальному введенні препарату. 

2.1. Методи визначення антиандрогенної активності 

2.1.1. Визначення антиандрогенної активності при системному введенні сполук 

Тест на самцях щурів та мишей 
Класичний тест на кастрованих самцях щурів. Тест розроблено L.O.Randall та JJ.Selitto 

(1958) та модифіковано R.I.Dorfman і D.Stevens (1960). 
Кастровані самці щурів масою близько 100 г, починаючи з 1-го тижня після операції, отри­

мують протягом 7 днів різні дози речовини, яка тестується. Водночас тваринам вводять 0,1 мг 
тестостерону пропіонату (ТСП), щоденно, підшкірно. Тварин піддають евтаназії на 8-ий день, 
виділяють та зважують сім'яні пухирці, передміхурову залозу, т . 1. а. Слід зазначити, що біль­
шість дослідників вважають за необхідне вводити тваринам 0,1 мг (100 мкг) ТСП, оскільки, на 
їх думку, стимулюючий ефект 26 мкг ТСП, як це робили R.I.Dorfman і D.Stevens, дуже низький. 

Можна застосувати модифікацію методу, описаного вище, яка полягас в тому, що кастрова­
ним тваринам кількох груп (вік тварин та спосіб введення речовин ті ж самі) вводять різні до­
зи ТСП (на добу від 0,03 до 1 мг на тварину), які комбінують з введенням 3 та 1 мг відомого 
андрогену або того, що вивчається. Виразно виявляється дозозалежне збільшення маси СП та 
ВПЗ під впливом ТСП, а також дозозалежний андрогенінгібуючий ефект відомого або ново­
го антиандрогену. Наприклад, дія 0,1 мг ТСП майже повністю пригнічується 3 мг ципротеро-
ну ацетату (ЦГІА) як в СП, так і у ВПЗ. З підвищенням дози ТСП інгібуючий ефект ЦПА 
зменшується. Цей метод зручний для вивчення однієї субстанції, але громіздкий при встанов­
ленні антиандрогенної активності у кількох сполук. Найбільш раціональним с його застосу­
вання для встановлення діапазону ефективних доз, оскільки при цьому субстанція, що вивча­
ється, витрачається економно. 

Визначення антиапдрогенних ефектів на інтактних самцях щурів (R.Kassenaar, 1960; F.Neu­
mann, 1961): інтактним дорослим самцям вагою 280—300 г кожного дня вводять антпандрогеп 
у дозі від 10 до 1 мг/доб протягом 12 днів. Отримані дані відтворюють дозозалежний вплив 
антиандрогену на СП. Цей метод дозволяє визначити, чи здатна сполука, що тестується, приг­
нічувати ефект ендогенного тестостерону, хоча при його використанні не можна відповісти на 
питання, який механізм антиандрогенного впливу: чи це результат трансгіпофізарного приг­
нічення продукції тестостерону в сім'яниках піддослідних тварин, чи ефект розвивається 
внаслідок конкурентних відношень речовини, яка вводиться, з ендогенним гормоном па рівні 
таргетних тканин. Сполуки, що мають сильний інгібуючий ефект на центральну ланку регу­
ляції синтезу андрогенів (наприклад, естрогени), проявляють ефекти справжніх антиандроге-
иів при такій постановці досліду. 

При застосуванні цього методу треба обов'язково проводити визначення рівня ендогенного 
тестостерону у тварин до та після введення сполуки, що випробовується, а за наявності зни­
ження рівня гормону після введення пової сполуки необхідно провести дослідження гонадот­
ропної функції гіпофіза. 

Вивчення антиандрогенної активності нових сполук па самцях мишей 
Статевозрілих тварин (маса 30-40 г) каструють і, починаючи з наступного дня, їм вводять 

підшкірно 0,03 мг ТСП протягом 7 днів, комбінуючи андроген з різними дозами сполуки, що 
тестується. Тварин піддають евтаназії на 8-ий день, відокремлюють та зважують СП і ВПЗ. 
Перевагою методу є невеликі витрати ТСП та нових речовин. 
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Рис. 1. Пригнічення впливу тестостерона пропіонату (ТСП) 
ципротерона ацетатом (ЦПА) і антиандрогеном ААХ (вивче­
но на статевозрілих кастрованих мишах, введення речовин н/ш 
протягом 7 днів) 

Модифікація методу може по­
лягати в тому, що доза ТСП змі­
нюється, а доза антиандрогену, 
який вивчають, лишається пос­
тійною. Такий підхід зручний 
для візуального порівняння ан-
тиандрогенної активності кіль­
кох речовин, взятих в однаковій 
кількості (рис. 1). Графік яскра­
во демонструє значно більші ан-
тиандрогенні можливості ЦПА, 
ніж речовини ААХ. 

Тест на інтактних мишах, як і 
на інтактних щурах, теж вико­
ристовують для тестування анти-
андрогенної активності. Але дос­
від показує, що за цих умов для 
досягнення повного пригнічення 
впливу ендогенних андрогенів 
необхідна значна доза антиан­
дрогену. Механізм антиандро-
генного впливу при цьому лиша­
ється нез'ясованим; вихідні рівні 
тестостерону в окремих особин 
можуть значно коливатися, що 
вносить похибку в отримані ре­
зультати. Ось чому використан­
ня інтактних мишей в скришнго-
вих дослідженнях недоцільне. 

Деякі автори, намагаючись ско­
ротити тривалість експерименту, 
використовують як тест-об'ект 
статевозрілих кастрованих сам­
ців щурів масою 35-40 г. При 
цьому введення агоністів та анта­
гоністів андрогенів починають з 
наступного дня після кастрації і 
продовжують 8 днів (LJ.Leraer et 
al., 1960; Т.В.Иваненко, 1978). 

Тест на самицях щурів та мишей 
З метою визначення amиандрогенної активності нових сполук використовують не іільки 

самців, але й самиць, у яких критерієм антиандрогенної активності с пригнічення росту мат­
ки та препуціальних залоз, викликане введенням ТСП. Дослідження проводять на кастрова­
них та інтактних інфантильних тваринах. 

У першому випадку статевонезрілих самиць щурів каструють. Підшкірні введення сполу­
ки, що тестується, починають через 7 днів. Тваринам п/ш вводять також постійну (0,3 мг) 
дозу ТСП, комбінуючи її з різними дозами нової речовини. Введення продовжується 12 
днів. Щурів піддають евтаїїазії на 13-ий день, видаляють і зважують матку (з рідиною та 
без), ирепуціальні залози. На рисунку 2 наведені результати такого експерименту. Простір 
між двома лініями відображає ріст маси матки під впливом введення ТСП. З графіка видно, 
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Розділ III 
що речовина, котра досліджується (ЦПА), дозозалежно знижує масу матки. При одночасно­
му введенні ТСП та 8 мг ЦПА повністю інгібується ефект чоловічого статевого гормону. 

У модифікованому варіанті цієї методики тваринам вводять різні дози ТСП та постійну до­
зу антиапдрогену. Як і аналогічні експерименти на самцях, даний підхід дозволяє провести 
порівняльну оцінку антиандрогенної активності кількох речовин з відомим антиандрогеном. 

Антиапдрогенна активність може бути досліджена на інтактних інфантильних самицях щу­
рів. При цьому тваринам масою 40-45 г вводять 0,3 мг ТСП протягом 12 днів, комбінуючи йо­
го з введенням різним групам тварин певних доз нової речовини. 

Тест на інфантильних самицях щурів, як інтактних, так і кастрованих, дуже зручний, оскіль­
ки його легко виконати, тест достатньо чутливий і дає невелику похибку. Навпаки, тест з са­
мицями мишей менш придатний для використання. 

Слід відмітити, що за будь-якої постановки експерименту з визначення наявності інгібую­
чого ефекту у нових сполук обов'язково потрібна контрольна група тварин (інтактних або кас­
трованих, залежно від обраної методики), яким в аналогічному режимі вводять відповідні 
об'єми розчинників. 

Описані вище тести, які базуються на визначенні вагових показників органів-мішеней у тва­
рин, що отримували агоністи або антагоністи статевих гормонів, дозволяють охарактеризу­
вати антиандрогенний ефект речовини, що тестується, не тільки графічно, а й у числовому 
вигляді. З цією метою користуються так званим відсотком інгібуючого ефекту (IE), який під­
раховують за формулою: 

IE (%) - ЙК1" й°" •100' 2 1 

м к і - мк 2 
де МК1 - маса органу при введенні андрогену; 

М(Ш - маса органу при одночасному введенні андрогену та антиапдрогену; 
Мк2 - маса органу при введенні розчинника. 

Деякі автори паралельно для оцінки міотрофічної дії речовин, що досліджуються, корис­
туються т.зв. міотрофічним індексом (МІ), який підраховують за формулою: 

відносна маса ш. 1. а. 2.2 
1/2 (відносна маса СП + ВП) 

Тес г з плодами самців щурів 
До тестів, які дозволяють визначити антиандрогенну активність у іісї чи іншої речовини 

шляхом оцінки змін у андрогензалежному диференціюванні органів, належить тест з плодами 
самців щурів, у яких внаслідок введення вагітним самицям аитиандрогенів у критичному пе­
ріоді диференціації органів репродуктивної системи (з 17 по 22 дні вагітності) настає феміні­
зація останніх. Ознаки цих змін можна спостерігати шляхом виготовлення сагітальних зрізів 
з плодів 22-го дня розвитку та оцінки таких параметрів, як аногенітальна відстань та довжина 
уретри. Необхідно зауважити, що, як виявилося, плоди самців кролів більш чутливі до введен­
ня аитиандрогенів самицям, ніж плоди самців щурів. 

У зв'язку з цим F. Neumann et al. (1980) запропонували проводити гістологічне вивчення по­
перечного зрізу фалоса плодів кролів, отриманих від самиць, яким вводили антиандрогени, оці­
нюючи ступінь розвитку та особливості розташування щодо нього ирепуціальних залоз. При 
певних навичках у роботі з плодами вищеописані тести можуть бути успішно застосованими. 

2.1.2 Виявлення антиандрогенної активності 
при топічному нанесенні досліджуваних речовин 

Патогенетичні механізми виникнення андрогензалежних хвороб шкіри та її придатків 
обумовлюють інтерес до створення аитиандрогенів з виразною специфічною активністю 
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при локальному нанесенні на місце ураження. Зараз добре відомо, що механізми впливу ан-
тиандрогенів на процеси в шкірі можуть бути різними і що виразні антиандрогенні власти­
вості, притаманні речовині при системному введенні, не завжди зберігаються при топічно­
му нанесенні і навпаки. Ось чому, з нашої точки зору, всі сполуки, що тестуються на наяв­
ність антиандрогенної активності, повинні перевірятися і в тестах з топічним застосуван­
ням. 

При пошуку речовин, котрі мають виразну місцеву антиандрогенну активність, постає пи­
тання про використання адекватних тест-об'єктів. 

Таким андрогензалежним органом, що локалізується в шкірі, є косто-вертебральний або бо­
ковий орган у золотавих хом'ячків. Саме це утворення використовують як тест-об'єкт при 
випробуванні речовин на наявність у них антиандрогенних властивостей при зовнішньому 
застосуванні. 

У молодих статевозрілих самців боковий орган добре розвинутий, знаходиться в косто-вер-
тебральному куті (з проекції спини), має вигляд чітко окресленої темної плями. Гістологічно 
це утворення сформоване складними сальними залозами, зануреними у власне дерму та ото­
ченими сполучно-тканинною оболонкою. Ацинуси залоз складаються з клітин полігональної 
форми, які достатньо щільно лежать одна біля одної. Цитоплазма клітин злегка зерниста, яд­
ра крупні, мають велику кількість пухкого хроматину. В клітинах вивідних протоків сальних 
залоз інтактних тварин накопичується значна кількість темного пігменту. Про андрогенну за­
лежність органу свідчить його різка атрофія при двобічній кастрації та відновлення структу­
ри після компенсаторного введення ТСП. Необхідно зазначити, що вказане утворення є і у са­
миць, але у інтактних статевозрілих особин воно розвинуто недостатньо. Введення самицям 
екзогенних андрогенів стимулює ріст та секрецію сальних залоз у складі бокового органу. Ос­
таннє використовується окремими дослідниками при тестуванні антиандрогенних речовин на 
самицях хом'ячків (Л.В.Чайковская, 1993). 

Для вивчення антиандрогенних властивостей речовин при топічному нанесенні дію антиан-
дрогенів частіше за все випробовують на одному із бокових органів. При цьому другий, на 
який наносять розчинник, служить за контрольний для визначення системної дії препарату. 
Режим нанесення, одноразова та сумарна доза речовини, а також розчинники можуть бути 
різними. Стандартна постановка досліду (A.Weissmann et al, 1985) полягає у розподілі тва­
рин, яких використовують, на декілька груп. При цьому одну групу тварин (3- 4 тв.) кастру­
ють і залишають на період проведення досліджень без будь-якого впливу. Іншим (погрупно) 
па очищений від волосяного покриву боковий орган з однієї сторони наносять речовину, що 
тестується, в кратних дозах (наприклад, для прогестерону - 0,03 мг, 0,3 мг та 3 мг у 5% ізото­
нічному розчині). Слід звернути увагу на необхідність нанесення невеликих об'ємів та засто­
сування запобіжних заходів для забезпечення повного всмоктування нанесеної дози. На про­
тилежний бік наносять такий же об'єм розчинника. У декількох тварин контрольну сторону 
лишають недоторканою. 

Вибір розчинника - це вельми важлива справа. Так, F.Neumann (1980), порівнюючи резуль­
тати нанесення прогестерону в суміші бензил-бензоат - касторова олія (1:10) в диметилсуль­
фоксиді та диметилацетаміді, пересвідчився в тому, що кращим розчинником для прогестеро­
ну є перша суміш, оскільки вона забезпечує максимум специфічного ефекту. Диметилсуль-
фоксид, хоча і є дуже гарним розчинником для стероїдів, практично повністю пригнічує анти­
андрогенну активність прогестерону. 

Під час нанесення препарату на боковий орган регулярно (наприклад, раз на тиждень) вимі­
рюють поздовжній та поперечний діаметри пігментної плями усіх тварин. Після завершення 
експерименту хом'ячків забивають, бокові органи відокремлюють, зважують. Також виділя­
ють та зважують сім'яні пухирці та передміхурову залозу (якщо експеримент проводиться на 
самцях). Плазму крові тварин використовують для визначення рівня ендогенних андрогенів 
та гонадотропних гормонів (при можливості). 
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Очищені від жирової тканини бокові органи фіксують у рідині Карнуа і заливають у пара­

фін. Серійні 10-мікрошгі зрізи фарбують гематоксилін-еозином і проводять гістологічне дос­
лідження та морфометричну оцінку окремих структур. Об'єм органу визначають шляхом 
комп'ютерної планіметрії (A.Weissmann et al., 1984). 

Відсутність статистично вірогідного зменшення органу на контрольному боці, а також нез­
мінність маси сім'яних пухирців та передміхурової залози свідчать про брак системної дії у ре­
човини, яка тестується. І, навпаки, зниження вагових показників сім'яних пухирців і передмі­
хурової залози та редукція сальних залоз у боковому органі на протилежному боці від нане­
сення антиандрогену вказують на системний вплив сполуки, котра вивчається. 

Особливості роботи з самицями золотавих хом'ячків полягають у необхідності проведен­
ня андрогенної стимуляції їх бокових органів. Антиандрогенний ефект нових сполук визна­
чається на тлі такої стимуляції. З нашої точки зору, заслуговує на увагу постановка експе­
риментів, здійснена Л.В.Чайковською (1993): самицям сірійських хом'ячків (маса тіла 
130- 160 г) вводили внутрішньом'язово 1 мг тестенату (80% тестостерону енантату та 20 % 
тестостерону пропіонату) у вигляді 1% масляного розчину один раз у 15 днів. Розчини ніф-
толіду та гідроксиніфтоліду (1,2% та 4%), які випробовували, наносили на правий бік по 
0,025 мл двічі на день (вранці та ввечері) протягом ЗО днів. Розчинником була суміш ета­
нолу з 1,2-пропіленгліколем (2:1). Контрольні тварини отримували на лівий боковий орган 
один розчинник у відповідному об'ємі або тестенат + розчинник. Через 12 годині після ос­
танньої аплікації розчинника тварин забивали, визначали діаметр та масу обох бокових ор­
ганів порівняно з інтактними тваринами. Відмітили, що аплікація антиандрогенів виклика­
ла виразне гальмування стимулюючого впливу екзогенних андрогенів, при цьому мав місце 
дозозалежний ефект. Для визначення системної дії досліджуваних антиандрогенів проводи­
ли контроль маси матки та яєчників. Введення тестостерону самицям призвело до суттєво­
го зниження відносної маси матки та яєчників; антиандрогенного ефекту щодо цих органів 
у иіфтоліду не було знайдено. 

Слід зазначити, що місцеві (локальні) антиандрогенпі ефекти притаманні як стероїдним, так 
і нестероїдним антиандрогенам. Ступінь виразності топічного впливу при цьому залежить як 
від природи речовини, так і від дози, тривалості нанесення, розчинника, базового гормональ­
ного фону та від багатьох інших факторів. 

Від цих же умов, а також від здатності всмоктуватися, метаболізуватися в печінці та вплива­
ти па гіпоталамо-гіпофізарно-гонадиу вісь залежить наявність системних ефектів у антиан­
дрогенів. 

Треба пам'ятати також про те, що дотепер не створено ефективного антиандрогену, який мав 
би тільки місцеві ефекти. Все залежить від вказаних обставин. 

Підсумовуючи вищевикладене, необхідно підкреслити, що для того, щоб запропонувати 
сполуку з встановленими у скринінгових тестах антиандрогенними властивостями, необхідно 
в подальшому провести ряд спеціальних досліджень, серед яких - визначення рівня гормонів, 
вплив сполуки на себогенез у сальних залозах, вплив на стан волосяних фолікулів та ріст во­
лосся, визначення впливу речовини на синтез білків та нуклеїнових кислот в тканинах-міше-
нях андрогенів, здатність специфічно зв'язуватися з андрогенними рецепторами в таргетних 
тканинах, вплив на ферменти та концентрацію лимонної кислоти в передміхуровій залозі, 
здатність пригнічувати метаболічні та ростові процеси в патологічно перероджених андроген-
залежних органах in situ та in vitro і багато іншого. 

Тільки всебічна оцінка сполуки з встановленими у скринінгових дослідженнях антиандро­
генними властивостями дозволить правильно оцінити її перспективність, визначити напря­
мок подальшого фармакологічного дослідження та клінічного застосування. 
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Розділ НІ 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ (ДОКЛІШЧНЕ) ВИВЧЕННЯ 
ЛІКАРСЬКИХ ПРЕПАРАТІВ, 

ЩО ВПЛИВАЮТЬ НА МУСКУЛАТУРУ МАТКИ 

Дроговоз СМ., 
РижегасоІ.М., 
Зайченко Г.В., 
Ципкун А.Г. 

Однією з важливих задач сучасного акушерства, яка спрямована на зниження материнської 
і перинатально!' захворюваності та смертності, є розробка та впровадження у клінічну практи­
ку високоефективних лікарських засобів для боротьби з порушеннями скорочувальної діяль­
ності матки (СДМ). У вирішенні цієї проблеми важливе місце відводиться: 

- токолітикам - препаратам, що пригнічують СДМ під час вагітності і пологів; 
- утеротонікам - препаратам, що стимулюють СДМ. 
Використання у комплексній терапії невиїюшування вагітності та боротьбі з погрожуючи­

ми передчасними пологами токолітичних засобів виключно закордонного виробництва, які 
лише частково задовольняють занити практичного акушерства, а також відсутність вітчизня­
них утеротоніків і утеролітиків ставить перед дослідниками за мету цілеспрямований пошук 
біологічно активних речовин (БАР) такого типу активності і розробки на їх основі конкурснт-
иосироможних засобів. 

Ці методичні рекомендації є документом, який характеризує сучасні методи експеримен­
тального вивчення та аналізу впливу речовин на СДМ, визначає параметри доклінічних дос­
ліджень БАР з потенційною токолітичною і утеротонічною дією. 

і. Особливості вивчення СДМ в експерименті 

Експериментальні дослідження з вивчення особливостей СДМ включають: проведення дос­
лідів па клітинному та органному рівні, а також на цілісному організмі. Перші два рівні перед­
бачають експерименти in vitro, останній - in situ та in vivo. 

Дослідження in vitro. Ізольовані препарати гладеньких м'язів широко застосовуються при 
скрипінгу різних БАР, у тому числі діючих на скорочення міометрія. Це пов'язано з тим, що у 
процесі філогенезу гладеньком'язові клітини піддаються лише мінімальній диференціації, 
внаслідок чого специфічна потреба у кисні у них невелика. Крім того, за цих умов відсутній 
вплив па ізольований препарат регуляторних та гуморальних факторів, які діють на функцію 
органу |1]. 

Однією з умов вивчення СДМ є дотримання режиму гладеньком'язового скорочення: ізото­
нічного, ізометричного або ауксотонічного [1]. Для одержання однотипних кривих скорочен­
ня та порівняльних результатів експерименту велике значення мають: постійність довжини та 
поперечного розрізу препарату з гладеньких м'язів, його натягу, склад та температура омива­
ючого розчину, час інкубації, вид тварини, наявність спонтанної скорочувальної активності, 
стадія естрального циклу, наявність вагітності та її термін, циркадні ритми. 

Вірогідні результати отримують на смужках міометрія вагітних білих щурів перед пологами 
(20-22 день вагітності), оскільки матка напередодні пологів мас спонтанну скорочувальну ак­
тивність у 98% випадків [2J, а також невагітних щурів, що вже народжували, в стадії спокою 
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(діеструс). Фазі діеструсу при дослідженні утеротропної активності віддають перевагу як фа­
зі відносного гормонального спокою у статевому циклі самок. Якщо не дотримуватися цих 
умов, то для статистичної обробки одержаного матеріалу потрібно використання значної кіль­
кості тварин. Суттєвий інтервал статистичних даних відмічається у дослідах in vitro на міо-
метрії мурчаків та кролиць. 

Однією з переваг цього методу дослідження є його мала вартість порівняно з дослідами in 
situ та in vivo. Так, з рогів матки одного щура, що містить 10-12 плодів, можна приготувати 
15-20 гладеньком'язових препаратів і випробувати понад 10 хімічних сполук. Крім того, мат­
ка являє «універсальний» об'єкт з багатим рецепторним апаратом, що дає змогу отримати 
максимальну інформацію при скринінгу нових БАР. Експерименти на ізольованому препара­
ті матки найбільш оптимальні для одночасного вивчення її електричної і скорочувальної ак­
тивності при поєднанні мехаиоелектричних перетворювачів з поза- та внутрішньоклітинним 
відведенням біопотенціалів за допомогою електродів тиску [3]. 

Дослідження in situ. В експериментах in situ, як правило, проводиться реєстрація скорочу­
вальної активності матки за допомогою механотрона. Однак можливий одночасний запис ско­
рочувальної і електричної активності міометрія. Останній здійснюється тільки шляхом позак­
літинного відведення біопотенціалів електродами тиску. Заданими [3], інформація, одержана 
при вивченні лише електричної активності, не пояснює повністю нюанси фазності маткових 
скорочень і не дає уявлення про різноманітні енергетичні особливості гладеньком'язових ско­
рочень міометрія. 

Позитивним аспектом дослідів in situ є участь нейрогуморальних факторів у регуляції ско­
рочувальної діяльністі міометрія, що дає можливість використовувати їх для поглибленого 
вивчення. Водночас, метод має велику вартість, оскільки дозволяє вивчити на одній тварині 
лише одну дозу речовини. 

Дослідження in vivo. Перевага даного методу полягає у тому, що він дає змогу вивчити уте-
ротроині властивості речовин у хронічному експерименті з використанням різноманітних ме­
тодик: внутрішньої балонної утерографії, маткової фістули, вживлених тензометричних дат­
чиків, шкірноматкового містка. 

2. Методика вивчення СДМ 

Вивчення СДМ (in vitro, in situ, in 
vivo) проводяться на спеціальному 
обладнанні за допомогою механотро­
нів. Вихідний сигнал механотрона по­
дається на вихід посилювача, а з нього 
- на відхиляючі пластинки елек­
тронно-променевої трубки осцилог­
рафа. Гістерограми записуються на 
реєструючому приладі. У дослідах на 
ізольованому міометрії температура 
перфузуючого розчину підтримуєть­
ся за допомогою ультратермостата, а 
його подача - за допомогою перис­
тальтичного насоса (рис. 1). 

За відсутності такого приладу запис 
скорочувальної активності матки 
можна здійснити на стрічці електро-
кимо графа. Однак при цьому, зважа­
ючи на достатньо низьку чутливість 
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Рис 1. Схема приладу для реєстрації скорочувальної ак­
тивності матки: 
1 - об'єкт вивчення; 2 - механотрон; 3 - осцилограф; 4 -
потенціометр; 5 - двостороння склянка; 6 - ультратермос­
тат; 7 - перистальтичний насос; 8 - посуд з розчином Креб-
са; 9 - перфузійна трубка; 10 - електротермомстр; 11 - по­
суд для зливу. 



Розділ III 

реєструючого приладу, результати експерименту можуть бути занижені в 5-7 разів щодо да­
них, отриманих на приладі, де запис проводиться за допомогою електромеханічних перетворю­
вачів. 

2.1. Досліди in vitro 

Для експериментів використовують вагітних щурів і мияіей або невагітних щурів, що народ­
жували, у стадії діеструс. Фазу естрального циклу визначають за допомогою мікроскопії піх­
вових мазків за [11|. Тварин піддають евтаназії, розтинають черево посередині розрізом від 
лобкового зчленування до грудини і, відсунувши кишечник убік, знаходять матку. 

Ізольовані відрізки рогів матки, взяті з організму тварини, ретельно препарують у розчині 
Кребса, залитому на дні чашки Петрі, попередньо закріпивши їх на парафіні голками з чотирь­
ох кутів. Довжина гладеньком'язових препаратів становить 20 мм, ширина - 4 мм. Потім 
ізольовані відрізки або смужки міометрія інкубують протягом 1 години у розчині Кребса при 
і=20-22°С. Крім розчину Кребса можна використовувати розчин Рингера-Локка, Зунда та ін. 
11]. Далі ізольовані відрізки рогів матки або їх смужки поміщають у двосторонню склянку з 
проточним розчином Кребса (t=37°C), аерованим сумішшю газів (95% 0 2 + 5% С02), поперед­
ньо закріпивши два кінці препарату на спеціальному фіксаторі з поділками. Фіксатор жорстко 
закріплюють у горизонтальному положенні паралельно переміщенню рухомої системи датчи­
ка механотрона 6 MX 1С або 6 МХ9Б. 

Після виникнення спонтанних скорочень матки реєструють фонову гістерограму. Потім 
БАР у досліджуваній концентрації додають у склянку з гладеньком'язовим препаратом і про­
водять запис скорочувальної активності матки. 

2.2. Досліди in situ 

Тварин (кролиць або білих щурів) наркотизують уретаном і хлоралозою, потім пошарово 
розтинають черевну порожнину. В ділянку розрізу виводять петлю рогу матки і фіксують до 
спеціальних виступів в середині двостінної склянки аналогічно дослідам in vitro. Для щурів ви­
користовують скляний циліндр (довжина 40 мм, діаметр 15-20 мм), який вшивають кисетним 
швом за Миколаєвим-Суботіним, або прижимають до м'язів передньої черевної стінки живота 
так, щоб розчин, налитий у склянку, не витікав назовні (модифікація за Л.М.Зайцевим). 

Ріг матки за допомогою серфінок з'єднують з механотроном, закріпленим на штативі від 
мікроскопа, натяг міометрія контролюють за зміщенням променя осцилографа. Гістерограми 
реєструють за допомогою самописця. Речовини, що досліджуються, вводять впутріш-
ньом'язово або в вену: щурам - у яремну або хвостову, кролицям - у крайову вену вуха. 

2.3. Досліди in vivo 

Донині методи вивчення утеротропних властивостей фармакологічних речовин у цілісному 
організмі розроблено недостатньо. Заданими літератури, дослідження у гострому досліді під 
наркозом за методом Миколасва-Суботіна порушують фізіологічну функцію матки |4]. Спро­
би ряду авторів використати на цілісній тварині у хронічному досліді такі методи, як шкірно-
матковий місток, метод маткової фістули, не знайшли широкого використання через травма-
тичність, можливість інфікування та складність (12]. Серед методів, що дозволяють вести вив­
чення утеротропної дії речовин у хронічному експерименті без використання наркозу, най­
більш придатними є електроутерографія і метод внутрішньої балонної утерографії [5, 6|. Од­
нак існують суттєві обмеження можливості використання методу електроутерографії для дос­
лідження виливу фармакологічних речовин на окремі компоненти скорочувальної активнос­
ті матки [14|. 
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Пропонується 2 способи використання методу балонної утерографії. 
За Л.М.Зайцевим (1991). Стерильний гумовий балончик імплантують оперативним шляхом 

у просвіт рогів матки кролиць. Відвідну трубку фіксують у ділянці потилиці тварини і з'єдну­
ють через трійник із сифоном, що контактує із штирком механотрона на рухомому тримачі. 
Шприцом у системі балон-сифон утворюють тиск, який передає механотрону силу 1,9610 :їН, 
яку можна зіставити з величиною напруги міометрія у дослідах in vitro. Така система дозво­
ляє реєструвати тиск у будь-якому статевому органі. 

За II.І.Силовим (1992). Оперативним шляхом у просвіт рогів матки кролиць вживлюють 
гумовий балончик довжиною 1,5 см, з'єднаний з хлорвініловою трубкою діаметром 2 мм. Гу­
мовий балончик вводять у порожнину рогу матки через надріз у його бічній стінці, а потім 
черевну порожнину зашивають. Трубку від балончика проводять під шкірою, виводять кі­

нець в області потилиці тварини. Дослі­
ди починають через 10 днів після опе­
рації. Кролицю поміщають до спеціаль­
ної клітки, де вона перебуває у природ­
ному для неї стані без наркозу. Скоро­
чення рогів матки, здавлюючи балон­
чик, спричиняє коливання внутрішньо-
маткового тиску (ВМТ), яке вимірюєть­
ся за допомогою водного манометру. На 
реєструючому приладі одночасно запи­
сують скорочувальну активність рогу 
матки і коливання ВМТ в мм водного 
стовпчика (рис. 2). 

Про тонус міометрія судять за міні­
мальним ВМТ під час паузи. Силу матко­

вих скорочень оцінюють за максимальним ВМТ на висоті скорочення, враховують також час­
тоту скорочень. 

При бароутеро графічному методі індукована балончиком скорочувальна активність матки 
наближається до ізометричної (силової) скорочувальної діяльності під час пологів (В.Г.Філі-
монов, 1973) і є аналогією вигнання плода маткою, тоді як електроутерографічний метод дає 
можливість оцінити спонтанну скорочувальну активність міометрія. Метод бароутерографії 
як модель скорочувальної активності матки в ізометричному режимі найбільш інформатив­
ний при пошуку потенціальних утсролітиків. Він дозволяє проводити дослідження як на не-
вагітних (у фазі діеструса або оваріоектомованих), так і на вагітних кролицях (26-30-й день 
вагітності). 

Речовини можна вводити у 2-3-х дозах внутрішньошлунково, внутрішпьом'язово або внут­
рішньовенно. Кожну дозу препаратів перевіряють на групі тварин (у середньому по б особин), 
контрольна група складає 10—12 кролиць. Тварин контрольної групи приєднують до системи 
приладів, підвищують ВМТ (до 90-100 мм водного стовпчика у певагітних або до 130 140 мм 
у вагітних) і реєструють вихідну бароутерограму безперервно протягом 3 годин. При внутріш­
ньовенному введенні речовин дослідних тварин зразу приєднують до приладів, при впутріш-
ньошлунковому - через ЗО хвилин після введення препарату. Як і у контролі, підвищують 
ВМТ і ведуть безперервну реєстрацію протягом 3 годин. Отримані результати обробляють 
статистично. 

3. Методи кількісної оцінки скорочувальної функції матки 

Існування численних методів реєстрації та математичної обробки гістерограм робить важ­
ким оцінку СДМ, що не дозволяє проводити у порівняльному плані аналіз експерименталь-

Рис. 2. Схема методу бароутерографії: 
1 - спеціальна клітка з тваринами; 2 - водяний мано­
метр; 3 - повітряна капсула; 4 - бароиеретворювач; 5 -
реєструючий прилад, а - трубка, б - балон, в - ріг мат­
ки. 
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Рис. 3. Схематичне відображення поодиноких маткових ско­
рочень 

них даних, отриманих різни­
ми дослідниками [9, 10, 14, 
16-18]. 

На гістерограмі під час за­
пису скорочень матки нак­
реслюється крива скорочен-
ня-розслаблення міометрія 
(напівсинусоїда), за якою 
можна виміряти низку ос­
новних і другорядних показ­
ників (рис. З, табл. 1). 

Кількісна оцінка гістерог-
рам базується на аналізі гори­
зонтальних і вертикальних 
параметрів скорочень. 

До горизонтальних («часових») параметрів належать: 
- тривалість фаз скорочення і розслаблення; 
- тривалість інтервалів між скороченнями; 
- тривалість самого скорочення і маткового циклу в цілому. 
До вертикальних («енергетичних») відносяться: амплітуда, сила і тиск, які в кінцевому ре­

зультаті, незалежно від того, у якому режимі реєструється скорочення м'язів, відображають 
єдиний процес актоміозинової взаємодії, у результаті чого відбувається генерація сили і ско­
рочення м'язового волокна з визначеною швидкістю. Сила скорочення, то розглядається як 
проекція на напрямок переміщення ниток актину і міозину, не завжди пропорційна цьому пе­
реміщенню і відображається складною нелінійною функцією часу F (t) [16, 17 J. 

Показники гістерограм (до рис. 3) 
Таблиця 1 

№ Позначення Назва Одиниця 
виміру 

1. -^vmax Максимальна амплітуда (ВД) м 
2. tl Час фази скорочення (АД) с 
3. t2 Час фази розслаблення (ДС) с 
4. X Тривалість скорочення (АС) с 
5. Si Площа фази скорочення (АВД) м2 

6. s2 Площа фази розслаблення (ДВС) M2 

7. s,+s2 Площа фігури скорочення (ABC) м2 

8. L, Довжина напівхвилі фази скорочення (АВ) м 
9. и Довжина напівхвилі фази розслаблення (ВС) м 
10. L,+L2 Довжина хвилі скорочення (ABC) м 
11. T Тонус Н,Па 
12. t3 Інтервал між скороченнями (СА) с 
13. a Кут нахилу кривої фази скорочення град. 
14. P Кут нахилу кривої фази розслаблення град. 
15. Y Кут вершини скорочення град. 
16. 1 Тривалість маткового циклу (ААі) с 
17. L Довжина кривої маткового циклу (АВСАі) м 
18. h Довжина стрічки гістерограми за досліджуваний 

проміжок часу (АС) 
м 
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До цього часу при оцінці результатів як експериментальних, так і клінічних досліджень, ви­
користовується переважно амплітудно-частотна характеристика гістерограм (монопарамет-
ричний підхід). Однак не завжди антагоністи (агоністи) маткових скорочень можуть викли­
кати зміну амплітуди, але при цьому значною мірою здатні впливати на «часові» параметри, 
від яких залежать «енергетичні» показники СДМ. 

У зв'язку з цим для більш точної характеристики утеротропних препаратів монопарамет-
ричний підхід є явно недостатнім. 

Л.М.Зайцевим (1991) розроблений метод математичної обробки гістерограм, заснований 
на багатопарамстричному аналізі процесу скорочування-розслаблення з урахуванням фаз-
ності м'язових скорочень і хронотропних змін, що спостерігаються при скороченні м'язів у 
тварин і людини. Показано, що поодинокі скорочення матки при дії на міометрій різноманіт­
них фармакологічних речовин суттєво відрізняються за «часовими» і «енергетичними» пара­
метрами. 

Для інформативної характеристики гістерограм достатньо виміряти 4 параметри (табл. 1): 
- час фази скорочення (it); 
- час фази розслаблення (t2); 
- інтервал між скороченнями (t3); 
- максимальну амплітуду (ВД). 
В окремих випадках необхідно визначити величину тонусу матки та деякі інші показники: 
- тривалість скорочення (А,); 
- тривалість маткового циклу (1); 
- частоту скорочень (г) за 10 хв; 
- коефіцієнт асиметрії (т); 
- індекс ритму (і); 
- роботу, що виконує міометрій в процесі скорочення - розслаблення (А), а також окремо 

для фази скорочення і розслаблення матки; 
- швидкості (Vj, V2); 
- площі, відповідні окремим фазам (S1( S2); 
- імпульси сил (Ij, I2); 
- середні сили (Fj, F2) і потужності (Р1( P2). 
Імпульс сили фаз скорочення і розслаблення знаходять шляхом множення St і S2 на коефі­

цієнт розмірності Н, який вираховується при калібруванні відповідного перетворювача: 
Н = F(t)/S, 
де F - сила калібрувального сигналу, t - час дії цієї сили, S - площа калібрувального сигналу. 
Показником для оцінки СДМ, у якому відображені вертикальні і горизонтальні параметри, 

є інтегральна інтенсивність маткових циклів (II). 

4. Визначення залежності «доза-ефект» при дослідженні 
утеротонічних засобів 

Для кількісної оцінки стимулюючого впливу БАР на скорочувальну функцію матки визна­
чають ЕС50 загальноприйнятими методами. За балограмами «від'ємний логарифм концентра-
ції-ефект» визначають величину константи дисоціації (Кдис) комплексу агоніст-рецептор, чи­
сельно рівний молярній концентрації препарату, що викликає 50% ефект від максимального. 
Як тест-препарат використовується найближчий за фармакологічними властивостями до дос­
ліджуваного (окситоцин, пітуїтрин, простагландини, бета-блокатори тощо). У разі необхід­
ності за величиною Кдис обчислюють константу спорідненості (Кс), яка є величиною зворот­
ною до Кдиг 
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5. Визначення залежності «доза-ефект» при дослідженні 
утеролітичних засобів 

Міометрій до взаємодії з БАР має певну інтенсивність скорочування. Тому для оцінки за­
лежності «доза-ефект» доцільно використовувати не середньо-ефективні величини СЕ50 і 
ДЕ50, визначені за [15], а значення ІІ50. 

Для антагоністів скорочувальної активності матки СП50 - це концентрація, що призво­
дить до зниження вихідного II на 50%. За умов цілісного організму встановлюють відповід­
но ДП5о - дозу, що знижує вихідний II на 50%. Для визначення даних величин вивчають не 
менше 3 доз речовини, що досліджується. При цьому для визначення СІ50 і ДП5о можна ви­
користовувати як логарифмічну шкалу, так і натуральні величини доз, що спрощує даний 
метод визначення. 

6. Скринінг БАР на утеролітичну та утеротонічну активності 

Досліди проводять на ізольованих відрізках рогів матки невагітних або вагітних білих щурів 
за методикою, описаною вище. Після запису фонової кривої до встановлення однотипних ско­
рочень матки речовину вводять безпосередньо у двостінну склянку, починаючи з концентра­
ції 104 М, а далі зменшують її залежно від прояву ефекту. При цьому необхідно враховувати 
латентний період від моменту початку дії речовини до здійснення фармакологічної реакції. У 
більшості випадків відзначається така залежність: чим коротший цей час, тим більш активною 
є сполука, що досліджується Так, відомі токолітики (партусистен, ритодрин і ін.) практично 
миттєво здійснюють розслаблюючий вплив на міометрій. 

Якщо розслаблююча дія БАР проявляється у концентрації меншій 10~5 М, слід вивчити її 
поглиблено. У разі, якщо при виявленні потенційного антагоніста амплітуда скорочення міо-
метрія суттєво не зменшується, можна проводити експерименти з відомими антагоністами 
для виявлення потенціюючих властивостей речовини [ 1 ] або проаналізувати їх дію на «часо­
ві» показники гістерограм за схемою, поданою у таблиці 2. 

Таблиця 2 
Схема прогнозу виявлення утеролітичних властивостей БАР в залежності від їхнього 

впливу на часові параметри гістерограм 

№ Основні показники гістерограм Результат прогнозу 
1 X'max=Xmax"t ' l = t l •t '2=t2 , t ,3= t3 Індиферентна речовина 
2 X'max=Xmax' t ' l> t r t ' 2= t2 ' t ' 3= t3 Антагоніст 
3 X'm a x=Xmax" t ' l= t r t ' 2< t2 - t ' 3= t3 Антагоніст 
4 X'max=Xmax' t'l=tl•t'2==t2*t'3>t3 Антагоніст 
5 X'max<Xmax- t ' ]= t ' t ' 2 = t 2 - t ' 3 = t 3 Антагоніст 

Індекс « ' » - значення показника після дії речовини, що досліджується. 

Процес прогнозування спрощується при використанні параметру II. Якщо ступінь II при дії 
БАР зменшується більше, ніж на 20%, то таку сполуку можна віднести до потенційних утеро-
лі тиків. 

7. Поглиблене вивчення утеролітичної та утеротонічної активності БАР 

Для БАР, які проявили в скринінгових дослідах активність у концентрації меншій ніж 10 5 М, 
проводиться поглиблене вивчення впливу їх на скорочувальну активність матки за такою схе­
мою. 
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У дослідах in vitro 
1. Перспективну речовину вивчають на невагітних щурах, що народжували, або вагітних не 

менше, ніж у 3 концентраціях, і визначають СЕ50 або СІІ50. Утеролітичну та утеротонічну ак­
тивності БАР порівнюють з еталонним препаратом. Як препарат порівняння використовують 
найбільш ефективні за токолітичною або утеротонічною дією ліки, бажано з тієї фармаколо­
гічної групи, до якої належить речовина, що досліджується. Наприклад, препаратом порівнян­
ня з групи М-холінолітиків може бути метацин, інгібіторів кальцієвих каналів - ніфедипін 
(коринфар) чи ізоитин, р2-адреноміметичних засобів - партусистен, орципреналіну сульфат, 
ритодрин та інші. 

На основі експериментальних даних можна обчислити так званий індекс чутливості (14) ре­
човини та еталонного препарату, який допомагає судити про чутливість до них невагітної і ва­
гітної матки. 

JTJ = — _ невагітних / вагітних 

2. Пригнічуючу дію препарату на скорочувальну функцію матки вивчають на різноманітних 
видах тварин (мурчаках, кролицях) з визначенням СЕ50, СИ5о. КДИ[., Кс. 

3. Вплив речовини на скорочувальну активність матки визначають на 9-й день і встановлю­
ють СЕ50 і СІІ50. 

У дослідах in situ 
Дані про специфічність дії перспективної речовини, отримані на ізольованому міометрії, 

підтверджують у дослідах в умовах цілісного організму тварин. Дослідження можна проводи­
ти на одному виді тварин (вагітних і невагітних, на ранніх і пізніх строках вагітності). Для 
цього бажано вибрати тварин, міометрій яких у дослідах in vitro виявився найбільш чутливим 
до дії цієї речовини. 

Речовину вводять у зростаючих дозах до досягнення максимального ефекту. Шлях введен­
ня повинен відповідати тому, який буде використовуватись при клінічному застосуванні. 
Встановлюють час початку виявлення утеротонічного або токолітичного ефекту; час, коли 
настане повне скорочення або розслаблення гладеньких м'язів матки; величину зміни тонусу 
міометрія; початок відновлення 50% амплітуди порівняно з початковою; частоту скорочень 
50% амплітуди порівняно з фоном. 

Для більш повної характеристики перспективної речовини можна використовувати розроб­
лений індекс чутливості динамічних скорочень (ЧДС) і індекс чутливості тонічної напруги 
(ЧТН) залежно від прояви фармакологічного ефекту. Перший визначається, якщо при вве­
денні речовини настає зменшення тільки амплітуди скорочень, другий - коли знижується то­
нус матки. Для їх розрахунку необхідні показники середньоефективних доз, що призводять до 
зниження амплітуди або тонусу міометрія. 

ЧДС 

ЧТН' 

ДЕ30 (за ампл.) невагітних 
ДЕ50(за ампл.) вагітних 

ДЕ50 (за тонусом) невагітних 
ДЕ50(за тонусом) вагітних 

Результати дослідів порівнюють з аналогічними даними, отриманими для препарату порів­
няння. 

При експериментальному вивченні утеротонічних і утеролітичних речовин потрібно також 
давати загальну фармакологічну характеристику, яка супроводжує їх специфічну дію. Специ­
фічний ефект токолітиків може доповнюватись вивченням їх впливу на судини внутрішніх 
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органів і периферичні судини, стан системи згортання крові, стан вегетативної нервової сис­
теми. 

8. Вивчення впливу перспективних препаратів на функціональний 
стан материнського організму і плодів 

Проблема фармакотерапії вагітних робить актуальним пошук не тільки ефективних, але і 
безпечних для матері та плода токолітиків. Тому для найбільш активних речовин, що вияви­
ли in vitro та in situ утеродепримуючу дію на рівні препарату порівняння або вище, необхідно 
вивчати вплив БАР на функціональний стан материнського організму і плодів. 

Досліди проводять на вагітних щурах. У кожну дослідну групу входить по 6-7 тварин. Ре­
човину, що вивчається, та препарат порівняння вводять у плідний період з 16-го по 20-й день 
вагітності кожного дня в дозі, що чинить 50% утеролітичний ефект. Щурам контрольної гру­
пи вводять фізіологічний розчин. 

На 21-й день вагітності щурів наркотизують (3 мл 2,5% розчином тіоиенталу натрія внут-
рішньоочеревинно). Проводять операцію накладання електродів відведення на один з плодів 
для реєстрації ЕКГ. У щурів, крім ЕКГ, записують дихання. Реєстрацію цих показників здій­
снюють на поліграфі. Враховують частоту серцевих скорочень у матері та плода (удар/хв.), 
частоту дихання у щура за хвилину. Фармакологічний ефект речовини оцінюють за зміною 
показників ЕКГ і дихання після його введення порівняно з фоном. Отримані результати по­
рівнюють з показниками у контрольній групі і з даними препарату порівняння. 

9. Вивчення впливу перспективних сполук на ріст та розвиток плода 

Дослідження впливу найбільш активних сполук на ріст і розвиток плода проводять відпо­
відно до вимог методичних рекомендацій [7, 8]. 

На 21-й день вагітності після евтаназії тварин вивчають ембріональний матеріал. Визнача­
ють число жовтих тіл, число живих і мертвих плодів, загибель плодів до і після імплантації, 
загальну ембріональну смертність, масу і розмір плодів, плаценти, плацентарний коефіцієнт. 
Частину плодів фіксують у рідині Буена і на мікрозрізах за методом Вільсона у модифікації 
А.П.Дибана і співавт. (1970), а потім під бінокулярним мікроскопом визначають можливі ано­
малії розвитку внутрішніх органів. Іншу частину плодів фіксують в 96% етанолі, забарвлюють 
алізарином червоним і досліджують стан кісткової системи плодів за методом Доусона. Ре­
зультати дослідження ембріонального матеріалу обробляють статистично з використанням 
критерію Стьюдента. Дані про вплив речовини на внутрішні органи і кісткову систему плодів 
виражають у відсотках до загального числа плодів. 

Вивчення загальної та хронічної токсичності перспективних утеротоників і утеролітиків 
проводять стандартними методами, що використовуються при дослідженні нешкідливості 
фармакологічних речовин. 

Етапи доклінічного вивчення БАР з утеролітичною активністю відображені на схемі. 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

І (скрінінг) У дослідах in vitro: на невагітних 
або вагітних щурах, або вагітних 

мишах 

Визначення концентрації, в якій 
проявляється токолітичний ефект Визначення DLso 

II (поглиблене вивчення) 

Вид тварини: щури, мурчаки, 
кролиці 

У дослідах in vitro: за умови появи 
токолітичного ефекту в концентрації 

меншій 10"3 моль/л 

Наявність вагітності: 
вагітні, невагітні 

Визначення: CEso або CIIso, 
обчислення 14 

Строк вагітності: ранній, 
пізній 

Визначення: CEso або CIIso 
Визначення: CEso або CIIso 

У дослідах in situ: 

Вид тварини: щури, 
мурчаки, кролиці 

Наявність вагітності: 
вагітні, невагітні 

Строк вагітності: ранній, 
пізній 

Визначення: 
- ДЕзо або ДІІ50; 
- час початку прояву токолітичного ефекту; 
- час настання повної релаксації; 
- величина зниження тонусу матки; 
- час встановлення 50% амплітуди порівняно з початковою; 
- частота скорочення 50% амплітуди порівняно з початковою 

III 
Вивчення впливу на стан 
материнського організму і плодів 

У дослідах in situ: (щури, 21 день вагітності) 
Показники: 

- дорослі матері (ЕКГ, ЧСС, ЧД); 
- плоди (ЧСС) 

IV — Вивчення впливу на ріст і розвиток плодів 
(ембріотоксичні властивості) 

(одури, 21 день вагітності) 
Показники: 
- кількість жовтих тіл; 
- кількість живих і мертвих ішодів; 
- загиблі плоди до і після імплантації; 
- загальна ембріональна смертність; 
- маса плодів, плаценти; 
- плацентарний коефіцієнт; 
- аномалії розвитку внутрішніх органів за методом Вільсона; 
- стан кісткової системи за методом Даусона 

Схема. Етапи доклінічного вивчення БАР з утеролітичною активністю 
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ДОКЛІШЧНЕ ВИВЧЕННЯ 
ГЕРІАТРИЧНИХ ПРЕПАРАТІВ 

Фролькіс В.В., 
Купраш Л.П., 
Безверха І.С., 
Заїка М.У., 

Пантелеймонова Т.М., 
Шарабура Л.Б. 

Перелік скорочень 

в/в - внутрішньовенно 
в/о - впутрішньоочеревинно 
ЗХС - зв'язаний холестерин 
ЛВЩ - ліпопротеїни високої щільності 
ЛДНЩ - ліпопротеїни дуже низької щільності 
ЛНЩ - ліпопротеїни низької щільності 
ЛП - ліпопротеїни 
МДА - малоновий діальдегід 
ПАГ - поліакриламідний гель 
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів 
СОД - супероксиддисмутаза 
ТБК - тіобарбітурова кислота 
ТГ - тригліцериди 
УФ - ультрафіолетовий 
ХС - холестерин 

і. Загальні вимоги до геропротекторних препаратів 
та методи їх вивчення 

Геріатричні препарати є засобами фармакологічного виливу на структуру, функції та проце­
си обміну старіючого організму, дія яких спрямована на запобігання передчасному старінню 
та збільшення тривалості життя. 

Згідно з адаптаційно-регуляторною теорією старіння, запропонованою академіком НАН і 
АМН України В.В.Фролькісом, у ході еволюції поряд зі старінням виник процес антжтарін-
ня або вітаукт, який підтримує адаптаційні можливості організму, його життєздатність. Три­
валість життя визначається взаємодією цих двох процесів, а їх дисбаланс може призвести до 
прискореного старіння організму, яке відрізняється від фізіологічного (нормального) старін­
ня більш швидким темпом розвитку вікових змін органів і систем організму в цілому 11J. 

До факторів, що сприяють прискореному старінню, слід віднести порушення генетичної 
програми розвитку, вікові зміни метаболічних процесів і функцій, нейрогуморальної регуля­
ції, які обмежують адаптаційні можливості організму і спричиняють розвиток вікової патоло­
гії (атеросклероз, цукровий діабет, злоякісні новоутворення, остеопороз, паркінсонізм, хворо­
ба Альцгеймера). Не останню роль відіграють і впливи зовнішнього середовища (соціальні, 
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біологічні, екологічні), які ініціюють патологічні функціональні, метаболічні і морфологічні 
порушення в організмі, призводять до розвитку передчасного старіння. 

Демографічна ситуація, що склалася в країні в останні роки, характеризується «постарін­
ням» населення не лише за рахунок збільшення кількості людей віком понад 60 років, але й у 
результаті росту передчасного, прискореного старіння [2J. 

Пошук фармакологічних засобів профілактики прискореного старіння і збільшення трива­
лості життя, так званих геріатричних засобів, повинен здійснюватись по шляху створення лі­
карських препаратів, що сповільнюють темп старіння, активізують процеси антистаріння. 

Виходячи з сучасних уявлень про старіння як багатопричинний і багатоосередковий процес, 
а також беручи до уваги роль вікової патології і середовищних факторів у механізмах приско­
реного старіння, більшість дослідників вважають, що сучасні геріатричні засоби повинні від­
повідати таким вимогам: 

1) здійснювати нормалізуючий вплив на лімітуючі ланки процесу старіння - генетичний 
апарат клітин, стан клітинних біомембран, вільнорадикальні процеси (перекисне окислення 
ліпідів), енергетичне забезпечення клітини, систему мікросомального (монооксигеназного) 
окислення, нейроендокринну регуляцію; 

2) виявляти терапевтичний ефект при лікуванні захворювань у людей похилого і старечого 
віку; 

3) зменшувати негативні ефекти від впливу на організм середовищних факторів (хімічних, 
променевих, стресорних); 

4) не мати побічного токсичного впливу на старечий організм. 
Отже, до геріатричних засобів можуть бути віднесені різноманітні лікарські препарати, не­

однорідні за хімічною структурою та механізмом дії. Ці обставини, а також відсутність адек­
ватних моделей і загальноприйнятних чітких критеріїв старіння значно ускладнює трактовку 
результатів експериментальних досліджень з питань оцінки фармакологічної активності по­
тенційних геріатричних засобів, що вивчаються. 

Тому запропоновані рекомендації мають на меті уніфікувати методичні підходи до вибору 
матеріалів і методів, які застосовуються при докліиічному вивченні нових лікарських препа­
ратів - потенційних геріатричних засобів (види лабораторних тварин, їх вік, основні тести для 
оцінки специфічної фармакологічної активності, вікові особливості фармакокінетики, тощо). 
Наведена програма вивчення включає широкий комплекс досліджень, з числа яких цілеспря­
мовано вибираються ті, що дозволяють об'єктивно оцінити ефективність досліджуваного пре­
парату як геріатричного засобу. 

Інформація, отримана в умовах експерименту, є основою для визначення оптимальних доз, 
способів застосування і визначення тривалості курсу лікування при апробації препарату в ге­
ріатричній клініці. 

2. Відбір тварин для досліджень 

Основними вимогами, які необхідно враховувати при докліиічному вивченні нових геріат­
ричних засобів, є лінія і вік лабораторних тварин. Існує понад 20 ліній щурів і більше 50 ліній 
лабораторних мишей, вибір яких визначається конкретною метою дослідження. У довготри­
валих дослідженнях при докліиічному вивченні потенційних геропротскторних засобів 
можуть бути використані традиційні (конвенціальні), обов'язково паспортизовані лаборатор­
ні гризуни - безпородні білі миші та щури, кролі породи Шиншила. Для вивчення механізмів 
старіння, характеру впливу на організм зовнішніх факторів, в тому числі фармакологічних, 
використовуються відповідні лінії тварин, що є природною моделлю певних патологічних ста­
нів - миші ліній СВА, AKR, BALB/c , C57BL/6, щури ліній SD, Wistar та ін. 

Дослідження повинні проводитись на старих тваринах, тоді як догюслі й молоді тгіаршіШЖ^_ 
користовуються як контроль. 

445 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
При проведенні експериментів з вивчення дії лікарських засобів на тваринах різного віку 

може бути рекомендована класифікація вікових періодів лабораторних тварин, прийнята Ін­
ститутом геронтології АМН України, яка наведена в таблиці. 

Класифікація складена на підставі багаторічного вивчення вагових, лінійних, функціональ­
них, метаболічних показників у паспортизованих лабораторних тварин різних вікових груп і 
аналізу даних літератури [3]. В основу періодизації покладені анатомо-фізіологічні особли­
вості тварин, інтенсивність їх росту, поведінка, зміни в статевій сфері. За відсутності специ­
фічних показників старіння, розмежування віку у тварин є дещо умовним, проте наведена 
класифікація може бути використана як при вивченні потенційних геропротекторних засобів, 
так і питань геріатричної фармакології взагалі [3]. 

Таблиця 
Вагові та лінійні показники лабораторних тварин різних вікових груп 

Показник 
Періоди онтогенезу 

Показник репродуктивний виразних старечих змін Показник 
молоді 1 дорослі яередетарі І старі \ дуже старі 

Собаки (західноєвропейська вівчарка) 
Вік 9-24 міс 3-4 роки 5-6 років 7-12 років 13-20 років 
Маса, кг 19-28 28-32 32-34 34-40 30-40 

Кішки 
Вік 7-18 міс 19-36 міс 4-5 років 6-9 років 10-15 років 
Маса, кг 1,8-2,5 2,5-3,0 3,0-3,2 3,3-3,6 3,5-4,5 

Кролі 
Вік 7-8 міс 19-20 міс 31-42 міс 3,5-6 років 7-12 років 
Маса, кг 2,5-4,0 4-5 5,0-6,5 5,5-6,0 4-6 
Обхват грудної 
КЛІТКИ, CM 

30-36 34-38 36-40 38-42 40-44 

Довжина тіла, см 40-41 42-46 44-48 46-50 46-52 
Мурчаки 

Вік 6-18 міс 19-30 міс 31-42 міс 3,5-5 років 6-8 років 
Маса, кг 0,65-0,80 0,70-0,85 0,75-0,88 0,8-0,9 0,8-0,9 
Обхват грудної. 
клітки, см 

19-21 20-22 20-23 20-24 20-24 

Довжина тіла, см 28-29 29-31 30-32 32-33 32-34 
Щури білі 

Вік, міс 5-Ю 11-18 19-23 24-30 31-40 
Маса, кг 0,21-0,34 0,26-0,36 , 0,284),40 0,32-0,46 0,30-0,45 
Обхват грудної 
клітки, см 

11-13 12,0-13,5 12-14 13-15 13-15 

Довжина тіла, см 15-22 21-23 21-24 22-25 22-25 
Довжина хвоста, см 16-18 18-19 18-19 18,0-19,5 18,0-19,5 

Миші білі 
Вік, міс 3-6 7-Ю 11-15 16-20 21-30 
Маса, г 22-28 27-32 31-36 35-42 35-46 
Довжина тіла, см 8,0-9,2 8,5-9,5 9-9,6 9,5-9,7 9,5-9,8 
Довжина хвоста, см 6,5-8,0 8-9 9-9,5 9,0-9,5 9,2-9,5 

Хом'яки ЗОЛОТИСТІ 
Вік 3-6 міс 9-12 міс 13-18 міс 19-36 міс 4-5 років 
Маса, г 120-140 120-150 140-160 150-165 150-170 
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Розділ III 

3. Методи оцінки специфічної фармакологічної 
активності речовин, що вивчаються як геропротекторні засоби 

Підходи до вивчення нових геріатричних засобів базуються на сучасних уявленнях про ме­
ханізми старіння. Оскільки відсутні специфічні показники, що відображають ступінь і харак­
тер процесу старіння, то при вивченні специфічної фармакологічної активності нових геріат­
ричних препаратів слід вивчати їх вплив як на внутрішні фактори, що обумовлюють процеси 
старіння (генетичний апарат клітин, стан клітинних мембран, інтенсивність вільнорадикаль-
них процесів, енергетичну забезпеченість клітин, систему мікросомального окислення, ней­
рогуморальну регуляцію), так і на функціональні, метаболічні і морфологічні порушення, що 
виникають під впливом зовнішніх факторів (хімічних, фізичних, біологічних), які сприяють 
розвитку прискореного старіння. 

З існуючих численних тестів, які застосовуються при доклінічному вивченні лікарських за­
собів взагалі, слід вибрати більш доступні, адекватні методики, такі, що відтворюються в умо­
вах експерименту і можуть бути рекомендовані для досліджень при відборі і фармакологіч­
ному вивченні саме потенційних геропротекторних засобів. 

3.1. Вивчення впливу на тривалість життя 
експериментальних тварин 

Інтегральним показником, що характеризує ефективність геропротекторних засобів, є їх 
вплив на тривалість життя. Ефективність такого дослідження залежить від адекватності ви­
бору біологічної моделі. Для скринінгу нових геропротекторів поряд з гризунами (миші, 
щури, мурчаки, хом'ячки) можуть використовуватись дрозофіли, культура клітин тощо. 

Вимоги до біологічного об'єкту, який використовується в дослідженнях по пролонгуванню 
життя, ідентичні до загальних вимог щодо тварин при вивченні старіння. Важливою додатко­
вою вимогою є повноцінність лінії тварин за показником тривалості життя. Якщо ця вимога 
не виконується, то зростання тривалості життя може бути інтерпретоване не як ознака герой-
ротекторної дії досліджуваного засобу, а як свідчення про усунення дефектів геному або різ­
них умов утримання тварин. Для таких досліджень краще використовувати мишей лінії 
C57BL/6 і щурів ліній SD і Wistar. Разом з тим, дослідження по пролонгуванню життя прово­
дять і на безперодпих паспортизованих тваринах. 

При вивченні впливу фармакологічних засобів на тривалість життя перевага надасться тим 
тваринам, вік яких на початок досліду становить 5-6 місяців для мишей і 10- 12 місяців для 
щурів. Досліджуваний засіб призначають курсами тривалістю 3-4 тижні, з перервою між 
курсами 3-4 місяці, до природної загибелі тварин. Протягом всього періоду дослідження за 
тваринами ведеться спостереження. Проводиться щоденний клінічний огляд, враховуються 
рухова активність, стан шерсті, еластичність шкіри, колір зубів, поїдання корму за добу, дина­
міка маси тіла. Загиблих тварин піддають секції, дату та причину загибелі реєструють у про­
токолі виживання дослідних тварин. 

Показниками тривалості життя є виживання, смертність, середня і максимальна тривалість 
життя. За кількістю діб, прожитих кожною твариною, складаються таблиці й криві виживання. 
До таблиць вносять цифри, що характеризують відношення кількості тварин, що вижили (%) 
за певний інтервал часу, до загального числа тварин, взятих у дослід. Ці ж дані можуть бути 
викладені у вигляді кривих виживання, які демонструють зміну кількості тварин у часі. Для 
побудови кривих застосовують два прийоми: 1 - точки на кривій виживання наносять по мі­
рі того, як кожна загибель тварини змінює число тих, що вижили; 2 - використовують дані про 
виживання, віднесені до певного інтервалу часу, наприклад, до 100-добового періоду. 

Таблиці смертності складаються за аналогією з демографічними таблицями смертності для 
людської популяції. 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
Середня тривалість життя (середній вік на момент смерті) експериментальних тварин роз­

раховується як середнє арифметичне варіаційного ряду, який складається з індивідуальних 
тривалостей життя. Розрізняють абсолютну і умовну середню тривалість життя. Абсолютну 
можна розрахувати тоді, коли спостереження і облік особин, що вижили, ведеться з моменту 
народження і до природної загибелі. Для оцінки впливу різних факторів, в тому числі фарма­
кологічних, на процеси старіння можна розпочинати спостереження за смертністю з більш 
старшого віку і розраховувати так звану умовну тривалість життя. Середня тривалість життя, 
розрахована після смерті останньої тварини як середнє арифметичне тривалостей життя всіх 
особин даної групи піддослідних тварин, називається середньою тривалістю життя при 100% 
смертності. Крім цього показника, розраховують також середню тривалість життя при 20 і 
50% смертності. 

Максимальною тривалістю життя вважають тривалість життя останньої особини. Щоб 
зменшити вплив випадковостей, за максимальну тривалість життя слід приймати середню 
тривалість життя останніх 10 особин. Цей показник дозволяє статистично підійти до оцінки 
максимальної тривалості життя при дії на організм досліджуваних препаратів [4, 5]. 

3.2. Вивчення ефективності потенційних геріатричних 
засобів у спонтанно старіючих тварин 

Дослідження проводяться на тваринах двох вікових груп - старих і молодих. Вік тварин різ­
них видів визначається відповідно до таблиці. 

Оцінку отриманих результатів проводять, порівнюючи вікові відмінності вихідних величин 
показників і їх динаміку на тлі проведеної терапії. Беручи до уваги ті обставини, що у старих 
тварин в умовах функціональних навантажень знижуються компенсаторно-адаптаційні мож­
ливості організму, для оцінки ефективності досліджуваних засобів слід застосовувати адек­
ватні навантажувальні проби. Вивчення ефективності препаратів, призначених для лікування 
вікової патології, необхідно проводити на експериментальних моделях відповідних патологіч­
них процесів у старих тварин. 

3.2.1. Вивчення впливу на ліпідний обмін 

На сьогодні накопичено переконливі дані про те, що атеросклероз с найбільш поширеною па­
тологією серцево-судинної системи, пов'язаною з віком, і відіграє провідну роль у розвитку 
прискореного старіння. В Україні серцево-судинна патологія, як наслідок атеросклерозу, є при­
чиною смерті у 58% випадків (у структурі загальної смертності) і причиною інвалідизації - в 
33% випадків, що зумовлює стійкий негативний вилив на середню тривалість життя. Серед фак­
торів ризику в формуванні атеросклерозу найбільш важливим є зростання з віком частоти дис-
ліпопротеїнемій. Загальні закономірності вікових змін показників ліпідного обміну полягають 
у зростанні розмірів жирового депо, ліпоїдозі внутрішніх органів, підвищенні в крові та ткани­
нах вмісту як загальних, так і окремих фракцій ліпідів, і особливо атерогешшх ліиопротеїнів. 
Збільшення з віком вмісту холестерину пов'язане з порушеннями в усіх ланках системи його ме­
таболізму - синтезі, розпаді, всмоктуванні і екскреції. Зростання вмісту тригліцеридів зумовле­
не зниженням активності ліпопротеїнліпази. Причому, якщо по відношенню до окремих ліпід­
них показників вікові дані не однозначні, то зниження ліноиротеїнліпазної активності при ста­
рінні відмічається у стінці аорти, міокарді, жировій епідидимальній тканині, селезінці, легенях 
тощо. З віком зростає вміст ліпопротеїнів низької і дуже низької щільності та знижується кіль­
кість ліиопротеїнів високої щільності. Вікові дисліпопротеїнемії та дисаполіпопротеїнемії ле­
жать в основі розвитку атеросклерозу, оскільки переконливо доведено, що ЛП дуже низької, 
проміжної та низької щільності, які містять значну кількість ТГ і ХС, зумовлюють атерогенну 
дію, а ЛВІД, що містять до 50% білка (апо А), мають антиатеросклеротичні властивості. 
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Розділ III 
Беручи до уваги те, що атеросклероз є однією з найбільш поширених вікових патологій, не­

обхідно вивчати вплив потенційних геропротскторних засобів на показники ліпідного обміну 
в експериментах як на спонтанно старіючих тваринах, так і за умов експериментальної гінер-
ліиідемії у старих тварин, незважаючи на те, що на сьогодні все ще немає переконливих під­
став вважати показники ліпідного обміну тими критеріями, зміна яких корелює з віковою 
тривалістю життя. При цьому застосовуються ті ж методи, що й при вивченні засобів гінолі-
иідемічної та протиатеросклеротичної дії [6]. 

Вивчення впливу потенційних героиротекторних засобів на ліпідний обмін проводять на 
старих щурах, кролях чи мурчаках. Для встановлення факту гіполіиідемічної дії моделюють 
гіперліпідемію одним з поширених методів. 

1. Якщо робота виконується на щурах, то застосовують досить простий метод одержання 
індукованої гіперліпідемії введенням детергенту, наприклад тритону WR 1339 в дозі 225-
250 мг/кг одноразово в/о [7J. Через 8-Ю год після введення тритону спостерігається зростан­
ня в 6-8 разів рівня ТГ і в 3-4 рази - загального ХС. Досліджувану речовину вводять одно­
часно з детергентом, чи попередньо протягом кількох днів (звичайно 3-5). Показники ліпід­
ного обміну ЗХС і ТГ визначають одним з поширених методів у сироватці крові, взятої у го­
лодуючих 8-10 год (час дії тритону) тварин [8]. Як контроль використовують інтактних щурів 
того ж віку та щурів з гіперліпідемією, які одержували відповідний розчинник (вода, фізіоло­
гічний розчин, 2% крохмальний гель чи ін.) 

2. Широко застосовують метод одержання гіперліпідемії у щурів за допомогою дієти, що 
включає холестерин (3-5%), тіоурацил (0,3%), холеву кислоту (1,0%). Додатково до дієти 
включають вітамін D2 (3-30 тис. од). Тварини утримуються на дієті 3-4 тижні. В крові го­
лодуючих протягом 12-18 год тварин визначають спектр ліпоиротеїнів сироватки крові, вміст 
ЗХСтаТГ[8,9|. 

На щурах зручно визначати також активність ліиопротеїнліпази, яка при старінні знижуєть­
ся практично в усіх тканинах. Для цього використовують старих щурів-самців, яким вводять 
спочатку досліджувану сполуку одноразово або повторно", а потім внутрішньовенно гепарин 
50 од/кг. Визначають ліполітичну активність [10] у першій (до введення гепарину) та другій, 
взятій через 10 хв після введення гепарину, пробах крові. 

3. При роботі з кролями експериментальну гіперхолестеринемію викликають тривалим (2-
3 місяці) введенням у шлунок ХС в дозі 0,2 мг/кг у вигляді суспензії на олії. Досліджувану ре­
човину вводять одночасно з ХС. Після закінчення терміну введшня з'ясовують характер впли­
ву на вміст ЗХС, сс'-ХС, ТГ у сироватці крові, а також вміст ХС в аорті та печінці. Ступінь ліпо-
їдозу аорти можна встановити також гістоморфологічними методами. При можливості визна­
чають спектр ліпоиротеїнів сироватки крові методом електрофорезу в поліакриламідному гелі. 

Дуже важливо визначати вміст аполіпопротеїнів аио А і апо В, використовуючи один з ба­
гатьох існуючих методів: радіальної імунодифузії, радіоімунологічного, імунонефелометрич-
ного, електроімупологічного чи імуноферментного аналізу. 

Емпірично за формулою Фрідвальда можна розрахувати кількість холестерину ЛНЩ (Р-ХС) 
як: ЗХС - (а-ХС + 1/5 ТГ), а також коефіцієнт атерогенності: К •= (ЗХС - а-ХС)/а-ХС. 

Як і в попередньому дослідженні, контролем є інтактні тварини відповідного віку та твари­
ни з гіперліпідемією, які не отримували досліджувану речовину. 

Слід враховувати індивідуальну чутливість кролів та значні коливання отриманих даних, 
що зумовлює необхідність включати в групи не менше 10 тварин. Якщо виявляються стійкі до 
патології тварини, вони вибраковуються. 

4. Гіперліпідемію у старих мурчаків (самців) викликають також за домогою дієти, яка міс­
тить 1,6% ХС та 15% рослинної олії [11]. Через 6-10 діб після ії призначення у тварин спосте­
рігається гіперліиідемія, яка посилюється при більш тривалому призначенні дієти. Характер 
впливу досліджуваної сполуки на ліпідний обмін оцінюють за показниками ЗХС і ТГ в сиро­
ватці крові і печінці. 
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3.2.2. Вивчення впливу на процеси переписного окислення ліпідів (ПОЛ) 

На сьогодні вважається доведеним, що з віком виснажується система антиоксидантного за­
хисту, звужуються межі її фізіологічної норми. Допускається існування корелятивної залеж­
ності між видовою тривалістю життя та показниками системи антиоксидантного захисту, зок­
рема, з активністю окремих ізоформ супероксиддисмутази (СОД) та вмістом а-токоферолу, a 
також негативної кореляції між видовою тривалістю життя та аутоокислювальними процеса­
ми. Встановлено, що збільшення продукування активних форм кисню є провідним механіз­
мом деструкції клітинних мембран і загибелі клітин при різних патологіях, а також спільною 
ланкою найрізноманітніших захворювань та старіння [12]. 

Показниками посилення перекислого окислення є не тільки збільшення кількості продуктів 
ПОЛ, а й швидкість виснаження антиоксидантних ресурсів, здатних утримувати процес у фі­
зіологічно безпечних межах. Тому при всебічній оцінці антиоксидантного статусу клітин (ор­
ганізму) та впливу на нього досліджуваної речовини необхідно враховувати, при можливості, 
всі компоненти окисного гомеостазу у їх взаємодії - стан ирооксидантно-антиоксидантної 
рівноваги, спрямованість і ступінь її зміщення. 

Внутрішньоклітинний контроль за вмістом вільних радикалів забезпечує ензимна система 
інактивації активних форм кисню (СОД, каталаза і пероксидаза) та природні антиоксиданти 
(а-токоферол, аскорбінова кислота та деякі інші). Тому при доклінічному вивченні виливу ге­
ріатричних препаратів на процеси ПОЛ у біологічному субстраті спонтанно старіючих тварин 
(сироватці крові, гомогенатах тканин чи фракціях плазматичних, мікросомальних, мітохон-
дріальних, лізосомальних мембран) визначають основні показники інтенсивності і динаміки 
ПОЛ - продукти переокислення, активність антиоксидантних ферментів та кількість антиок­
сидантів різних типів. 

1. Первинні продукти ПОЛ - гідропероксиди і дієнові кон'югати - характеризуються інтен­
сивним поглинанням в УФ ділянці спектра (232 и 233 нм) і можуть ідентифікуватись звичай­
ними спектрофотометричними методами [13]. 

2. Вторинні продукти ПОЛ - малоновий діальдегід (МДА) визначають за реакцією з тіобар-
бітуровою кислотою (ТБК-активні продукти) безпосередньо в біологічному субстраті [13] 
або в модельній системі за умов індукції ПОЛ в середовищі певного складу [ 14]. 

При вивченні спонтанного ПОЛ інкубаційне середовище містить 50 ммоль/л трис-НСІ, 
160 ммоль/л КС1 (рН 7,4) і 0,1 мл сироватки або 50 мг гомогенізованої тканини чи іншого бі­
ологічного матеріалу. 

При індукції неферментативного (аскорбатзалежного) ПОЛ в середовище інкубації вносять 
додатково 2,5 мкмоль/л FeS04-7H20 і 0,2 ммоль/л аскорбінової кислоти. 

Індукцію ферментативного ПОЛ проводять в тому ж середовищі інкубації, додаючи до ньо­
го 1 ммоль/л НАДФН, 20 ммоль/л нікотинаміду, 4 ммоль/л АДФ, 2,5 ммоль/л FeS04-7H20. 
Після інкубації при 37°С протягом 30-60 хв у пробах визначають кількість МДА. Можна роз­
рахувати швидкість накопичення МДА (в нмоль на 1 г тканини за 1 хв). 

Склад інкубаційного середовища в різних методиках може відрізнятись, однак слід вра­
ховувати, що аскорбінова кислота в концентрації до 0,2 ммоль/л стимулює НАДФН-залсжне 
ПОЛ, а в концентрації більше 1,0 ммоль/л - пригнічує його. Крива залежності швидкості 
утворення МДА від концентрації аскорбінової кислоти перетинає вісь абсцис при концентра­
ції біля 1 ммоль/л, тобто окислювач перетворюється в антиокислювач. 

3. Активність СОД (пероксид:нероксид оксидоредуктаза - КФ 1.15.1.1.) визначають за ре­
акцією відновлення нітротетразолію синього в присутності феназину метасульфату [15] або 
іншими прийнятими методами. 

4. Активність каталази (пероксид водню: пероксид водню оксидоредуктаза - КФ 1.11.1.6.) -
ферменту, що руйнує пероксиди та запобігає їх акумуляції, визначають в гемолізатах крові і 
розраховують за калібровочною кривою [15]. 
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Кількісні зміни резерву антиоксидантної системи крові можна охарактеризувати за допомо­
гою так званого фактора антиоксидантного стану: 

2 
активність каталази • активність СОД _ (МО/мг Нв) 

концентрація МДА нмоль/мл 
Навіть в умовах успішної дезактивації супероксида СОД і пероксидів водню каталазою 

існує небезпека утворення особливо небезпечних радикалів • ОН, час життя яких настільки 
малий, що їх ферментативна інактивація неможлива. Для цього необхідна інша система за­
хисту, роль якої виконує система глютатіону. Як показники цієї системи визначають вміст 
глютатіону і активність ферментів його метаболізму (п.5-7). 

5. Відновлений глютатіон - один з небілкових антиоксидантів [16]. 
6. Активність глютатіонпероксидази (глютатіон:пероксид водню оксидоредуктаза - КФ 

1.11.1.9.) - за реакцією окислення відновленого глютатіону [17]. 
7. Активність глютатіонредуктази (НАДФН.окислений глютатіон оксидоредуктаза - КФ 

1.6.4.2.) - за кількістю окисленого НАДФН [ 18]. 
Крім антиоксидантних ферментів, у антиоксидантному захисті беруть участь антиоксидан­

ти, які мають антииерекисну та антирадикальну активність, знаходяться безпосередньо в мем­
бранних структурах, тобто там, де є субстрати окислення, і виконують функцію мембраноста-
білізаторів. Із жиророзчинних антиоксидантів найважливішим є а-токоферол. 

8. Визначення а-токоферолу в ліпідних фракціях, одержаних за Фолчем, проводять методом 
газорідинної хроматографії або спектрофотометричним методом [19]. 

3.23. Вивчення впливу па показники електролітного обміну 

В процесі старіння порушується активність мембрапозв'язаних ферментів плазматичних 
мембран клітин (транспортних АТФаз), одним з наслідків чого є внутрішньо/зовнішньоклі-
типний перерозподіл електролітів у тканинах - зменшення внутрішньоклітинного вмісту ка­
лію і накопичення натрію в клітинах [20]. Нормалізація на тлі введення потенційного лікар­
ського засобу показників електролітного обміну та активності транспортних АТФаз у мем­
бранах тканин експериментальних тварин може свідчити про його геропротекторну дію. 

Для оцінки активності Na+, К+-АТФази та Mg^-АТФази в плазматичних мембранах засто­
совують загальноприйняті методи виділення мембранних фракцій [13] та визначення актив­
ності ферментів. Загальну АТФазну активність визначають за накопиченням неорганічного 
фосфору в реакційній сумівіі, що містить 62 ммоль/л NaCl, 34 ммоль/л КСІ, 5 ммоль/л MgCl2, 
25 ммоль/л трис-НСІ, 5 ммоль/л динатрієвої солі АТФ. Активність визначають у присутнос­
ті 1-Ю 4 моль/л оубаїну. Активність Na+, К4-АТФази розраховують як різницю між загальною 
та Mg24 - АТФазною активностями [21]. Стан очистки плазматичних мембран перевіряють за 
збагаченням фракції маркерним ферментом 5'-нуклеотидазою. Концентрацію загального біл­
ка в пробах визначають за методом Лоурі. 

Вміст іонів калію і натрію в крові та тканинах визначають методом полум'яної фотометрії. 
Гепаринізовану кров розділяють на плазму і еритроцити центрифугуванням (10 хв при 
1500 об./хв), тканини (100 мг) висушують при температурі 104°С у термостаті до постійної 
маси, потім подрібнюють і екстрагують 48 год в IN HN03. Екстракт центрифугують 
15 хв при 1500 об./хв і в супернатанті визначають вміст іонів. 

Внутрішньо/зовнішньо клітинну концентрацію електролітів розраховують за формулою 
Benson etal. [22]. 

3.2.4. Вивчення впливу на показники мікросомального окислення в печінці 

При доклінічному вивченні потенційних геропротекторних засобів важливе значення має їх 
вплив на активність ферментів системи мікросомального окислення печінки, оскільки від її 
стану залежить швидкість метаболізму ендогенних та екзогенних хімічних сполук 123]. 
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Показано, що при старінні знижується активність ферментів мікросомальиого окислення, а 

також здатність їх до генетичної індукції [24]. Тому підвищення активності цих ферментів в 
ендоплазматичному ретикулумі печінки старих тварин за умов введення загальноприйнятих 
індукторів системи (барбітуратів) на тлі досліджуваних засобів може бути свідченням герои-
ротекторної дії останніх. 

Для оцінки монооксигеназної системи печінки в мікросомальній фракції гепатоцитів визна­
чають вміст цитохрому Р-450 - ключового ферменту цієї системи, цитохрому Ь5, N-демети-
лазну і п-гідроксилазну активності, вміст мікросомальиого білка, ваговий коефіцієнт печінки. 

Мікросомальну фракцію виділяють з гомогенату тканини печінки за методом І.І.Карузиної 
і А.І.Арчакова [ 13). Вміст цитохромів Р-450 і Ь5 вимірюють на реєструючому спектрофотомет­
рі і розраховують за молярним коефіцієнтом екстинкції [13]. 

п-гідроксилазну активність визначають за кількістю утвореного пара-амінофенолу, а N-де-
метилазну активність - за кількістю формальдегіду, утвореного в реакції деметилювання амі­
допірину [13]. Кількість і активність ферментів розраховують на мг мікросомальиого білка, 
який визначають за методом Лоурі. Розраховують ваговий коефіцієнт печінки: 

_ маса печінки , „ „ 
В К П ~ маса тіла " 1UU 

Для оцінки індуктивного ефекту досліджуваного засобу тваринам вводять в/о фенобарбітал 
натрію в дозі 80 мг/кг, триразово з інтервалом 24 год. Протягом 24 гол після останньої ін'єк­
ції фенобарбіталу натрію тварини голодують (одержують тільки воду), потім їх декапітують і 
забирають тканину печінки для досліджень. 

Особливо слід підкреслити, що при вивченні впливу нових засобів на активність ферментів 
монооксигеназної системи необхідно враховувати статеві, лінійні і видові відмінності. 

Інтегральним фізіологічним показником активності монооксигеназної системи печінки є 
тривалість наркотичного сну, викликаного введенням барбітуратів. В експериментальних 
дослідженнях на щурах встановлене лінійне збільшення гексобарбіталового сну з віком. 

Дослідження проводять згідно з методичними рекомендаціями [25]. Щурам в/о вводять 
1-2% розчин гексобарбіталу з розрахунку 80 мг/кг маси тіла. 

Мишам вводять 1-2% розчин гексобарбіталу в/в з розрахунку 40—50 мг/кг. Реєструють три­
валість наркотичного сну за часом перебування тварини в «боковому» положенні. 

•3.2.5. Вивчення впливу па показники ендокринної системи 

У процесі старіння відбуваються кількісні і якісні зміни в гормональних регуляторних сис­
темах, які майже завжди ведуть до зниження адаптаційних і компенсаторних можливостей фі­
зіологічних систем організму. 

При доклінічному вивченні геріатричних засобів в умовах їх хронічного застосування з дос­
ліду повинні бути виключені тварини, у яких виявлені морфологічні та гістологічні зміни щи­
товидної залози, надниркових залоз і гонад. За умов гострої і хронічної дії препаратів не по­
винні спостерігатись відхилення в рівнях цукру крові за межі фізіологічних коливань. 

Серед численних гормональних агентів, що впливають па темп і характер старіння, особливе 
місце займають статеві гормони, концентрація яких в крові знижується з віком. Враховуючи 
широкий спектр впливу статевих стероїдів на метаболізм, функціональний стан органів і сис­
тем старіючого організму, слід вивчати вилив лікарських препаратів па стан статевих залоз. В 
експерименті у самок для оцінки функції яєчників вивчають естральний цикл, концентрацію 
естрадіолу і прогестерону в периферичній крові. У самців функціональну активність статевих 
залоз оцінюють за концентрацією тестостерону в плазмі крові і тканині сім'яників. Визначен­
ня гормону проводять радіоімунологічним методом за допомогою стандартних наборів реак­
тивів. 
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В процесі старіння спостерігаються виразні зміни андрогенної, глюкокортикоїдної і мінера-
локортикоїдної функції кори наднирників. В план експериментального вивчення геріатрич­
них препаратів повинні бути включені методики, які характеризують вплив досліджуваних 
засобів на показники вказаних функцій кори наднирників. 

Про вплив препаратів на функціональний стан кори наднирників свідчать маса органу, ек­
скреція з сечею нейтральних 17-кетостероїдів, вміст кортикостерону в тканині надниркових 
залоз і в плазмі крові, вільних і зв'язаних його форм, а також зв'язуюча здатність білків крові. 

32.6. Застосування функціональних навантажень 

Відомо, що вікові зміни нейрогуморальної регуляції, метаболічних процесів і функцій об­
межують адаптаційно-компенсаторні можливості організму, що особливо чітко виявляється 
за умов функціональних навантажень, Зокрема, встановлено, що при старінні в результаті ге-
модинамічиих, метаболічних, функціональних змін знижується інтенсивність аеробних про­
цесів і підвищується роль гліколітичного фоссрорилювания, компенсаторні можливості якого 
також знижені |26|. Це призводить до зміщення окисно-відновлювального потенціалу тканин, 
пошкодження клітинних мембран і посилює функціональні порушення систем старого орга­
нізму, що особливо виявляється за умов, які вимагають мобілізації резервних механізмів, зок­
рема, при гіпоксії та фізичному навантаженні [27]. 

Функціональні навантаження (гіпоксія, фізичне навантаження) доцільно використовувати 
з метою оцінки ефективності нових геріатричних засобів, які спричиняють спрямовану нор­
малізуючу дію на фундаментальні механізми адаптації та енергозабезпечення виконуваної ро­
боти. 

Значні вікові зміни чутливості до медіаторів, гормонів та деяких груп лікарських препаратів 
обґрунтовують доцільність використання фармакологічних навантажень при вивченні актив­
ності нових лікарських засобів. В залежності від характеру препарату, що вивчається, для на­
вантаження можуть бути використані різні фармакологічні чинники, по відношенню до яких 
спостерігається суттєва різниця чутливості молодих і старих тварин (гормони, барбітурати, 
катехоламіни та ін.). 

3.3. Вивчення ефективності потенційних геріатричних засобів 
на моделях прискореного старіння 

Застосування експериментального опромінення 

Дослідженнями встановлено, що рентгенівське опромінення тварин в дозі 2 Гр викликає 
стійкі зміни у складі хроматину та синтезу білка у клітинах печінки, які за спрямованістю на­
гадують зміни, що відбуваються при прискореному старінні тварин [28]. 

Слід відзначити, що у тварин при опроміненні вказаною дозою спостерігаються характерні 
для спонтанного старіння зміни і з боку деяких інших показників, зокрема, інтенсивності про­
цесів ПОЛ, внутрішньо/зовнішньоклітинного перерозподілу електролітів, мікросомального 
окислення тощо. Тому дана модель може бути використана для вивчення ефективності потен­
ційних геронротекторпих засобів за умовах прискореного старіння. 

У роботі використовуються білі щури віком 6 -8 міс. Тварин опромінюють дозою 2 Гр на 
установці РУМ-17 (потужність дози 0,87 Гр/хв, при 15 мА, 180 кВ, фокусна відстань 40 см, 
фільтри Сії 0,5+ А1 1,0). 

До експерименту одночасно включають: а) інтактних (иеопромінених) тварин; б) опроміне­
них тварин (контрольна група), в) опромінених, які одержують досліджуваний засіб - потен­
ційний геропротектор. Ефективність геронротектору визначають за допомогою методів, опи­
саних в розділі 3.2. 
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Інформативним є дослідження впливу препарату на структурно-функціональні показники 
генетичного апарату клітин печінки щурів. Для цього одержують ядра з профільтрованого го­
могенату печінки (1:10) в буфері, який містить 0,26 моль/л сахарози, 50 ммоль/л трис-НСІ 
(рН 7,5), 5 ммоль/л MgCl2, 25 ммоль/л КСІ. Очищають 1 % тритоном Х-100 в буфері, двічі від­
мивають і використовують для одержання хроматину, розподіленого на фракції методом 
електрофорезу в ПАГ. Фракції, які відрізняються за рівнем транскрипції та внутрішньоядер­
ної локалізації, поділяють на транскрипційно активну, репресовану і зв'язану з ядерним мат-
риксом та ядерною мембраною. У фракціях визначають вміст білків та ДНК. Відносний вміст 
фракцій (у % до ДНК) і відношення білок/ДНК у кожній фракції характеризують 
структурно-функціональний стан хроматину. 

4. Особливості проведення фармакокінетичних 
досліджень геропротекторних засобів 

Вивчення фармакокінетики нових лікарських засобів на тваринах дас орієнтовне уявлен­
ня про розподіл препарату, дозволяє визначиш перспективні шляхи введення лікарської 
речовини, прогнозувати спектр потенційних органотропних ефектів. Одержані фармакокі­
нетичні дані можуть буї и використані для прогнозування дії лікарської речовини на лю­
дину, для підбору орієнтовних доз та схем призначення, які будуть уточнені в процесі клі­
нічних випробувань. 

Експериментальні фармакокінетичні дослідження у старих тварин дозволяють визначити 
вплив саме віку на фармакокінетичні процеси, на відміну від досліджень у людей, де одночас­
но діють різні фактори, наприклад, наявність патологічних процесів, що спостерігаються, як 
правило, у літніх людей і можуть модифікувати кінетику ксенобіотиків. 

Внаслідок фізіологічних і біохімічних змін, що наступають з віком і виливають на фармако­
кінетику лікарських засобів, у старих тварин для більшості препаратів уповільнюються прак­
тично всі фармакокінетичні процеси: всмоктування, розподіл, метаболізм і екскреція. 

Зміни у всмоктуванні пов'язані з віковим зниженням кислотності шлункового соку, змен­
шенням загальної поверхні слизової оболонки тонких кишок, кровотоку в кишечнику, зміна­
ми швидкості опорожнения шлунку, моторики кишечника та послабленням системи активно­
го всмоктування. 

При старінні змінюється розподіл ліків за рахунок змін проникності тканин, зниження 
зв'язування лікарських засобів з білками плазми (гіноальбумінемія), що призводить до збіль­
шення вільної фракції лікарських засобів, посилює їх дію на орган-мішень і прискорює виве-. 
дення з організму. На розподіл впливають також зниження з віком кровотоку в органах та тка­
нинах, збільшення відносної маси жирової тканини, зменшення внутрішньоклітинного вмісту 
води [291. 

Зменшення з віком швидкості біотрансформації багатьох ліків пояснюється зниженням ак­
тивності ферментів печінки, особливо оксидаз, та зменшенням печінкового кровотоку. 

З віком знижується інтенсивність не тільки системного, але й нресистемного метаболізму, 
що призводить до збільшення біодостушюсті ліків з високим ефектом «первинного проход­
ження» через печінку. 

Виділення ліків з організму визначається, в основному, функцією нирок, яка поступово 
знижується з віком. Зміна маси нирок, кількості функціонуючих ниркових клубочків, швид­
кості клубочкової фільтрації і ниркового кровотоку призводять до сповільнення екскреції 
більшості ліків геропротекторної дії. 

Дослідження фармакокінетики проводять на здорових інтактних тваринах однієї статі, 
обов'язково двох точно визначених вікових груп -дорослих і старих, за наведеною вище віко­
вою класифікацією. Маса тіла не повинна відхилятись від нормального значення для відпо­
відного віку більше, ніж на 10%. 
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Шляхи, методи, режим введення лікарських засобів, регламент фармакокінетичного експе­
рименту, його тривалість, методи кількісного визначення концентрації ліків та опрацювання 
одержаних результатів проводяться, як і у дорослих тварин [30J. 

Звітна документація при дослідженнях фармакокінетики повинна мати відомості про вико­
ристаних тварин: вид, лінія, стать, вік, маса тіла. Необхідно надати інформацію про спосіб вве­
дення препарату, дози, відбір біоматеріалу, докладно описати метод визначення концентрації 
препарату. Одержані дані наводяться у графічній формі; вказуються методи обрахунку пара­
метрів фармакокінетики. 

Лікарські речовини, що є природними метаболітами або ендогенними сполуками з немоди-
фікованою хімічною структурою, не потребують фармакокінетичних досліджень. 

\- 5. Експериментальне вивчення нешкідливості 
потенційних геропротекторних засобів 

Вивчення нешкідливості геріатричних препаратів слід проводити згідно з існуючими ви­
могами щодо доклінічиої оцінки нешкідливості фармакологічних засобів [31]. Враховуючи 
особливості фармакокінетики і фармакодинаміки лікарських засобів у старіючому організ­
мі, всі дослідження, що характеризують нешкідливість, необхідно виконувати на старих тва­
ринах. 

Оскільки геропротекторні лікарські засоби призначаються людям похилого і старечого віку, 
вважаємо за можливе не проводити дослідження їх фето-, ембріотоксичиої і ембріолетальної, 
а також тератогенної дії. 
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Розділ III 

ДОКЛІНІЧНЕ ДОСЛІДЖЕННЯ СТРЕСПРОТЕКТИВНОЇ 
ДІЇ ФАРМАКОЛОГІЧНИХ ЗАСОБІВ 

Дев'яткіна Т.О., 
Важнича О.М., 
Луценко Р.В. 

Перелік скорочень 

АКТГ - адренокортикотропний гормон 
AT - артеріальний тиск 
ГГНС - гіпоталамо-гіпофізарно-надниркова система 
ЕБС - емоційно-больовий стрес 
ЕДТА - етилендіамінтетраацетат 
ЕКГ - електрокардіографія (електрокардіограма) 
ЗАС - загальний адаптаційний синдром 
11-ОКС - 11-оксикортикостероїди 
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів 
ТБК - тіобарбі турова кислота 
ТХО - трихлороцтова (кислота) 
САС - симпато-адреналова система 
СОД -- супероксиддисмутаза 
ФЗ - фармакологічний засіб 

Вступ 

Представлені методичні рекомендації підготовлені з метою уніфікації методичних підходів 
до оцінки стреспротективної дії фармакологічних засобів (ФЗ). Пропонується застосування 
єдиної програми досліджень, яка грунтується на відтворенні стандартних експериментальних 
моделей та комплексному визначенні доступних загально-соматичних, цитологічних, біохі­
мічних і функціональних показників з наступним проведенням системного аналізу. 

Методичні рекомендації за такою темою видаються вперше і адресовані спеціалістам науко­
во-дослідних лабораторій і кафедр медичних та фармацевтичних вузів, які розробляють засо­
би фармакологічної регуляції стресу. 

1. Загальні вимоги до стреспротективних засобів та їх вивчення 

Фармакологічна корекція стресу - новий напрямок пошуку і використання лікарських за­
собів, спрямований на обмеження негативного впливу на організм надзвичайних факторів різ­
ного походження. Такі препарати є необхідними для профілактики і лікування наслідків еко­
логічних і техногенних катастроф, бойових дій, оперативних і стоматологічних втручань. Во­
ни можуть використовуватися за будь-яких ситуацій, що викликають психоемоційний стрес 
та напруження механізмів адаптації. 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
Стреспротективні засоби - це ФЗ, які послаблюють вплив стресорів на організм, сприяють 

нормалізації порушених функцій і, тим самим, забезпечують попередження «хвороб адаптації». 
До стресиротективних препаратів можуть бути віднесені різноманітні ФЗ, неоднорідні за хі­

мічною структурою і механізмом дії. Зокрема, захисні властивості при стресі мають нейролеп­
тики, транквілізатори, седативні препарати, ноотропи, реіуляторні пептиди, блокатори а- і 
р-адренорецепторів, природні і синтетичні антиоксиданти та ін. 

Загальними вимогами до ФЗ стреспротективної дії є: 
- иоліфункціональність, тобто ефективність при різних видах стресу; 

здатність підсилювати природні стрес-лімітуючі системи; 
- мінімальний вплив па організм у звичайних умовах; 
- можливість термінового звернення; 
- захисна дія на людей, які перебувають у стані стресу. 
При вивченні стреспротективних засобів виникають труднощі, пов'язані з різнорідністю цих 

препаратів, відсутністю стандартних моделей стресу, препарату порівняння та загальноприй­
нятих критеріїв оцінки стреспротективної дії. Оскільки стрес є реакцією цілісного організму, 
то й захисна дія ФЗ може оцінюватись лише на системному рівні. Це потребує комплексного 
дослідження певного кола процесів і застосування математичних методів системного аналізу. 

Пропонується уніфікувати методичні підходи до вибору експериментальних моделей, мате­
ріалів і методів, які застосовують при доклінічному вивченні нових ФЗ -- потенційних стрес-
протекторів. 

Результати експериментів з докліпічного вивчення стреспротективної дії біологічно актив­
них речовин і препаратів повинні бути статистично обробленими, представленими у вигляді 
таблиць і графіків. Оформлення звітної документації здійснюється згідно із загальноприйня­
тими нормами. 

2. Лабораторні тварини і моделі стресу 

2.1. Лабораторні тварини 

Виявлення стреспротективних властивостей ФЗ можливе лише в дослідах in vivo, оскільки 
стрес є системною реакцією організму. В експериментах рекомендується використовувати бі­
лих щурів і мишей. Дослідження зручно проводити на безпородних білих турах або турах лі­
нії Вістар. З метою усунення впливу коливань гормонального фону рекомендується викорис­
товувати тварин-самців. Бажано, щоб розбіжність у масі тварин не перевищувала 15%. Вив­
чення стреспротективних властивостей ФЗ на типованих групах тварин, а також на лінійних 
тваринад з певним рівнем чутливості до стресу доцільно практикувати лише на завершальних 
етапах розширеного дослідження. Контрольні і експериментальні групи мають бути достат­
ньо репрезентативними (не менше 10 тварин у групі). 

Тварин утримують у стандартних умовах віварію. Вони повинні одержувати повноцінний 
збалансований раціон і воду за потребою. Слід уникати перенаселення кліток, немотивованих 
переміщень тварин з однієї клітки до іншої, що провокує зоосоціальні конфлікти. Перед від­
творенням гострого стресу застосовують харчову депривацію, не обмежуючи тварин водою. 
Експерименти проводять з урахуванням циркадних біоритмів. Зокрема, при відтворенні хро­
нічного стресу щоденний вилив подразника повинен припадати па певний час доби. 

Тварин умертвляють під неінгаляційним наркозом (тіопентал-натрій або гексенал у дозі 
50 мг/кг маси тіла, внутрішньоочеревишю) шляхом забору крові з серця до його зупинки. Мо­
же бути застосований будь-який інший загальноприйнятий спосіб евтаназії. 

2.2. Моделі стресу 

Відомо 2 види стресу: соматичний (біологічний) стрес - реакція на безпосередній вплив 
подразника на покриви тіла та психоемоційний стрес - реакція організму, яка розвивається 
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внаслідок дистантної рецепції. У тварин, здебільшого, моделюють перший вид стресу. Опи­
сано численні моделі стресу, які відрізняються природою подразника (фізичні, хімічні, біоло­
гічні, зоосоціальні), його силою (слабкі, середньої інтенсивності, сублетальні, летальні) та 
тривалістю (гострий, иідгострий, хронічний стрес). 

Найбільш придатними для вивчення стресиротективної дії ФЗ є класичні моделі гострого 
стресу, які легко відтворюються, характеризуються помірною інтенсивністю стресогенного 
впливу і стандартністю, а також відповідають умовам гуманного ставлення до лабораторних 
тварин та їх використання в експерименті. Для цих моделей добре відома тривалість стадій за­
гального адаптаційного синдрому (ЗАС). 

Використання хронічного стресу рекомендується на завершальному етапі розширеного дос­
лідження. 

Модель нервово-м'язового напруження за Сельє [8J 
Тварин іммобілізують на операційному столику на спині, атравматично фіксуючи за кінців­

ки. Тривалість іммобілізації - 3 год. Дослідження проводять через 2 год після завершення дії 
стресорного фактора. Стадія тривоги припадає на перші 12 год від початку стресу, стадія ре­
зистентності - на період з 12 до 48 год. 

Емоційно-больовий стрес (ЕБС) [22] 
З метою відтворення гострого ЕБС щурів піддають дії електричного струму силою 5-6 мА 

протягом 5 год у спеціальній камері з двома платформами (велика і мала), у дно яких вмонто­
вані електроди. Електричні імпульси подають дозовано і стохастично. Коли струм подають на 
велику площадку, щури переміщуються на малу, на яку струм не надходить. Після вироблен­
ня рефлексу уникання короткі електричні удари подають на малу площадку. В інтервалі між 
ударами електричного струму тварини постійно знаходяться в напруженому очікуванні нас­
тупного подразнення, що створює різку тривогу з характерними вегетативними реакціями: та-
хіпное, тахікардія, екзофтальм, вокалізація, агресивна оборонна поза, потім - апатія. Стадія 
тривоги триває перші 12 год від початку стресу. Тварини підлягають евтаназії через 2 год піс­
ля завершення дії стресорного фактору. 

Хронічний ЕБС 
Цей вид хронічного стресу базується на моделі гострого ЕБС. Стрес відтворюють протягом 

18 діб. Щоденна тривалість виливу подразника - 3 год. Стадія тривоги при хронічному ЕБС 
мас місце в перші 4 доби, з 5 по 14 добу реєструється стадія резистентності, після 15 діб - ста­
дія виснаження. 

Для дослідження стресиротективної дії ФЗ можуть бути використані й інші експерименталь­
ні моделі, однак вони мають бути валідовані. Працюючи з такими моделями, слід визначити 
особливості виявів окремих ознак ЗАС і тривалість його стадій (за динамікою гормонів, основ­
них загально-соматичних та гематологічних показників, реакцією на додатковий подразник). 

3. Дози, шляхи введення і схеми застосування фармакологічних засобів 

Пропонується вивчати ФЗ у середній терапевтичній дозі. Якщо вона не визначена, можна 
використовувати дози, кратні ЛД50 (1/10; 1/100; 1/1000 ЛД50). 

Оскільки віддаленою перспективою є застосування препарату в клініці, досліджують адек­
ватні шляхи введення: иероральний, підшкірний, внутрішньом'язовий, внутрішньовенний, ін-
траназальний. Обирають той шлях введення, який пропонується для клінічного використан­
ня. Можна також застосувати шлях введення, який дозволяє одержати найбільш виражений 
вплив на стресорні зрушення в організмі. 

Вивчають профілактичну і лікувальну активність ФЗ при гострому стресі. В першому разі 
речовину вводять до початку дії стресору. Час обирають з огляду на фармакокінетику ФЗ. В 
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Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 
більшості випадків можна практикувати введення ФЗ за ЗО хв до початку гострого стресу з 
наступним дослідженням ефектів через 2 год після завершення стресу. У другому разі засіб 
вводять безпосередньо після завершення стресорного впливу і досліджують терапевтичний 
ефект за 3-5 год. Профілактичне застосування при хронічному стресі передбачає одно- або 
кількаразове введення ФЗ перед початком стресорного впливу, лікувальне - одно- або кіль­
каразове введення під час стресу. 

4. План та етапи дослідження 

У кожному досліді мають бути такі експериментальні групи. 
1.Інтактні тварини. 
2. Стрес. 
3. Стрес із введенням ФЗ. 
4. Стрес із введенням розчинника (якщо такий є). 
Дослідження стреспротективної дії здійснюють у три етапи: 
1) скринінгове дослідження; 
2) розширене дослідження; 
3) уточнююче дослідження. 
Задача скринінгових досліджень - визначення наявності виливу ФЗ на загально-соматичні 

показники (тріаду Сельє). 
Другий етап оснований на застосуванні тестів, котрі дозволяють виявити, на які ланки 

стрес-реакції діє ФЗ. Вибір методів на 2-му етапі дослідження грунтується на відомих даних 
про закономірний характер стресорних зрушень у системі крові [8], серцево-судинній системі 
[19], гормональній регуляції [15], поведінкових реакціях [18] та перекисному окисленні ліпі­
дів (ПОЛ) [2J. 

Уточнююче доклінічие дослідження спрямоване на з'ясування механізмів дії ФЗ при стресі 
та додаткове обгрунтування зробленого раніше висновку про наявність стреспротективної ак­
тивності. 

5. Методи дослідження специфічної фармакологічної активності речовин, 
що вивчаються як стреспротективні засоби 

5.1. Дослідження загально-соматичних показників (скринінгове дослідження) 

Визначення маси надниркових залоз і тимусу 
Органи звільняють від зайвої сполучної та жирової тканини, зважують на торсійних вагах. 

Відносну масу обчислюють як відношення маси органу до маси тіла. Можна обчислювати та­
кож коефіцієнт маси (КМ) за формулою: 
км= маса органу 1 0 0 
л т маса тіла тварини 

Визначення виразкоутворення в шлунку [5] 
Шлунок розтинають поздовжнім розрізом вздовж малої кривизни, промивають проточною 

водою і досліджують слизову оболонку за допомогою збільшувального скла (х4; х8). Зверта­
ють увагу на рельєф слизової оболонки, наявність виразок, ерозій, крововиливів. Визначають 
розміри виразок. Гострі виразки мають округлу чи лінійну форму, неущільнені краї, часто міс­
тять гемосидерин. Можуть зустрічатись перфоративні виразки. Інформативними показника­
ми є частота виразкоутворення - кількість тварин у групі, які мають виразки; а також мно­
жинність виразкоутворення - середня кількість виразок, що припадає на одну тварину. 

В нормі в лабораторних тварин пошкодження слизової оболонки шлунка відсутні. 
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Гострий стрес супроводжується інволюцією тимусу, гіпертрофією надниркових залоз і утво­
ренням виразок на слизовій оболонці шлунка. 

Зменшення під впливом ФЗ виявів тріади Сельє вважають ознакою стреспротективної ак­
тивності. Захисний ефект може виявлятись стосовно одного або двох компонентів тріади, що 
залежить від природи і механізму дії застосованого засобу. Такі ФЗ перспективні для подаль­
шого розширеного дослідження. 

5.2. Дослідження впливу потенційних стреспротективних 
засобів на функціональні, біохімічні і морфологічні процеси 

в організмі тварин, підданих стресу (розширене дослідження) 

5.2.1'. Дослідження впливу на лімфогдні органи і кров 

Цитологічне дослідження кісткового можу і лімфоїдних органів [8] 
У щурів видаляють стегнову кістку, голкою роблять отвори в її кінцях. За допомогою шприца 

переносять кістковий мозок у фарфоровий тигель, вимиваючи стандартним об'ємом 5% оцтової 
кислоти. Готують суспензію, пропускаючи суміш через голку шприца. Краплю суспензії перено­
сять у камеру Горяєва і підраховують кількість клітин у 5 великих квадратах. Загальну кількість 
каріоцитів обчислюють за формулою N^Nj-SO^V, де N2 - кількість клітин кісткового мозку в 
стегновій кістці; Nt - кількість клітин у 5 великих квадратах; V - об'єм суспензії в мкл. 

Для підрахунку мієлограм роблять мазки нативного кісткового мозку, які фіксують і фарбу­
ють за методом Романовського-Гімза або за методом Паппенгейма. 

Тимус та селезінку розділяють на 2-3 частини, роблять відбитки на предметному склі для 
підрахунку тимо- та спленоцитограм, які обробляють, як описано вище. Далі органи вміщу­
ють у пробірки, заливають стандартним об'ємом 5% розчину оцтової кислоти (5,10 або 20 мл). 
Через 5-10 хв лімфоїдні органи виймають, подрібнюють у фарфоровій ступці до гомогенного 
стану, додають той же розчин оцтової кислоти і перемішують за допомогою шприца, пропус­
каючи суспензію через голки різного діаметру. Одержану суспензію розводять 5% розчином 
оцтової кислоти в 10 разів, після чого підраховують кількість клітин у 5 великих квадратах ка­
мери Горяєва і обчислюють загальну кількість каріоцитів в органі за формулою: 
N2=(N,-50-10)-V, де N2 - кількість клітин в органі; Nt - кількість клітин у 5 великих квадратах 
камери Горяєва; V - об'єм суспензії в мкл. 

Гострий стрес, який слугує за патологічний фон, у перші 12 год від початку дії стресора, ха­
рактеризується зменшенням загальної кількості каріоцитів у тимусі і селезінці. У тимоцитог-
рамах через 2 год спостерігають збільшення частки великих тимоцитів та бластів, а в силено-
цитограмах - зростання відсотку лімфоцитів розміром 4-8 МІМ (Т- лімфоцити). В кістково­
му мозку зменшується вміст гранулоцитів і водночас зростає вміст лімфоцитів. З кінця пер­
шої доби від початку стресу продовжується клітинне спустошення тимусу. Цитоз селезінки 
відновлюється або збільшується, можуть виникати вогнища ектопічного гемоиоезу. В наступ­
ні дні розвивається гіперплазія кісткового мозку з максимумом на 5-6 добу, що супроводжу­
ється збільшенням загальної кількості каріоцитів, а також зростанням представництва моло­
дих форм еритроїдних і гранулоцитарних клітин. 

Нормалізація цитозу і клітинного складу лімфоїдпих органів під впливом ФЗ є ознакою 
стреспротективної дії. 

Визначення загальної кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули крові [16] 
З метою визначення загальної кількості лейкоцитів 20 мкл крові вносять у пробірку з 0,4 мл 

5% розчину оцтової кислоти. Вміст пробірки ретельно перемішують і заповнюють ним каме­
ру Горяєва, чекають 1 хв зсідання лейкоцитів. Підрахунок виконують при малому збільшенні 
мікроскопу в затемненому полі зору в 100 великих квадратах. Знайдену кількість лейкоцитів 
помножують на 50, а також на 106. 
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Лейкограму досліджують у мазках крові, фіксованих і пофарбованих за Романовським -

Гімза або Паїшенгеймом. Підрахунок проводять при великому збільшенні мікроскопу в тон­
ких ділянках мазків, послідовно переміщуючи скло. Рекомендується визначати як відносну 
(%), так і абсолютну кількість окремих видів лейкоцитів. 

Рання реакція на стрес (до 12 год від початку стресогенного впливу) характеризується роз­
витком нейтрофільного лейкоцитозу, лімфо- та еозинопенією,які найбільш виражені між 3-ю 
та 9-ю год після стресу, з подальшою^іормалізацією до кінця першої доби. 

Зменшення під впливом ФЗ виявів нейтрофільозу," лімфо- та еозинопенії свідчить про його 
стрсспротективну дію, зміни протилежного характеру - про поглиблення зрушень за рахунок 
подальшої активації симпато-адреналової (САС), гіиоталамо-гіпофізарно-надниркової сис­
тем (ГГНС). 

5.2.2. Дослідження впливу на функціональний стан серцево-судинної системи 

Визначення артеріального тиску (AT) J9] 
Вимірювання AT щурів проводять під наркозом в a. carotis communis, в яку введено катетер. 

AT реєструють за допомогою кімографічного методу з використанням пневматичного підсилю­
вача, розділеного металевою мембраною на дві частини, одна з яких заповнена рідиною і з'єдна­
на з катетером. Через другу частину пневматичного підсилювача повинно постійно подаватись 
повітря зі швидкістю 2 л/хв. AT у сонній артерії дорівнює 13,3 -17,3 кПа (100-130 мм рт.ст.). 

Можуть бути використані реографічні та плетизмографічні методи реєстрації AT в артеріях 
хвоста. AT в цьому разі становить 11,5-17,1 кПа (86-128 мм рт.ст.). 

Електрокардіографія (ЕКГ) [9J 
Запис ЕКГ у щурів проводять під наркозом у II і III відведеннях за допомогою електрокар­

діографа будь-якого типу з електродами, пристосованими для роботи з дрібними лаборатор­
ними тваринами. 

Розшифровуючи ЕКГ, враховують її особливості в білих щурів. Зубець Р майже завжди по­
зитивний в II и III відведеннях. Величина Р2 дорівнює 0,1-0,35 мВ, а Р3 - 0,1-0,3 мВ. їх трива­
лість становить 0,01 -0,02 с Зубець Q відсутній в усіх відведеннях. Інтервал PQ (до точки Q) 
дорівнює 0,04-0,05 с Висота зубця R2 становить 0,3-0,85 мВ, a R3 - 0,35-0,7 мВ. Зубець S у II 
відведенні зустрічається в 10%, а в III - в 37,5% випадків. Інтервал ST відсутній. Якщо є зубець 
S, він відразу переходить у зубець Т. Тривалість комплексу QRS дорівнює 0,01 -0,025 с Зубець 
Т завжди позитивний, його висота: Т2 - 0,3-0,7 мВ; Т3 - 0,35-0,65 мВ, тобто близька до такої 
в зубця R. Тривалість QRST 0,07-0,1 с Інтервал ТР (діастолічна пауза) може бути відсутній 
або становить 0,01-0,05 с 

Частоту серцевих скорочень у білих щурів доцільно визначати на основі електрокардіограми. 
Для стадії тривоги гострого стресу характерне збільшення частоти серцевих скорочень, роз­

виток аритмій (синусова аритмія, екстрасистолія), підвищення AT. Нормалізація ритму сер­
цевої діяльності і AT характерні для стреспротективної дії ФЗ. 

5.23. Дослідження впливу на функціональний стан гіпоталамо-гіпофізарно-надниркової 
та симпато-адреналової систем 

Визначення АКТГ і кортикошерону 
Визначення АКТГ і кортикостерону проводять за допомогою радіоімунного аналізу, вико­

ристовуючи стандартні набори реактивів і керуючись інструкціями фірми-виробника. 

Визначення 11-оксикортикостероїдів (11-ОКС) [20} 
Принцип методу: кортикостероїди, що мають гідроксильні групи при 11-му і 21-му вуглеце­

вому атомах після обробки проб сумішшю концентрованої сірчаної кислоти і етилового спир­
ту здатні флуоресціювати. 
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Розділ III 

Хід визначення. Робота потребує спеціально підготованих реактивів. 
1) Гексан, двічі перегнаний у колбі з дефлегматором; 2) метиленхлорид або хлороформ (хло­

роформ для наркозу не потребує додаткового очищення); 3) 0,2 N розчин натрію карбонату; 
4) абсолютний етиловий спирт, двічі перегнаний; 5) концентрована сірчана кислота, яка вит­
римує пробу Саваля; 6) суміш концентрованої сірчаної кислоти і етилового спирту (3:1); 
7) стандартні розчини гідрокортизону та кортикостерону. При визначенні 11-ОКС викорис­
товують дві стандартні проби: перша в 100 мл розчину містить 20 мкг гідрокортизону і 5 мкг 
кортикостерону (25 мкг%), друга - 40 мкг гідрокортизону і 10 мкг кортикостерону (50 мкг%). 
Стандартні проби готують так: завис кортикостероїдів розчиняють в 10-15 краплях етанолу, 
об'єм доводять водою до необхідної концентрації і зберігають у холодильнику. 

У ході дослідження 2,0-2,5 мл крові збирають у пробірку з гепарином. Плазму відділяють цен­
трифугуванням при 3 000 об./хв протягом 20 хв. У вимірювальну пробірку з притертою проб­
кою вмішують 1 мл плазми і додають 3 мл гексану. Після енергійного струшування протягом 
1 хв гексан відсмоктують піпеткою, а його залишок видаляють відгонкою у вакуумі на водяній 
бані при температурі 40°С. До плазми доливають 10 мл метиленхлориду або хлороформу і піс­
ля струшування протягом 1 хв плазму відсмоктують таким же чином, що і гексан. Екстракт про­
мивають спочатку 0,5 мл 0,2 N розчину натрію карбонату (1 хв), потім 0,5 мл дистильованої во­
ди (1 хв), які відсмоктують пастерівською пінеткою, з'єднаною з вакуумним насосом. 

Екстракт метиленхлориду і хлороформу (8 мл) переносять у чисту пробірку об'ємом 12-
20 мл з притертою пробкою, додають 2,5 мл (або інший об'єм, необхідний для заповнення кю­
вети) суміші концентрованої сірчаної кислоти і етилового спирту (3:1), приготованої перед 
застосуванням. Після струшування протягом 1 хв метиленхлорид (хлороформ) видаляють і 
через 1 год флуоресценцію проб вимірюють флуориметром. Для підготовки контрольної про­
би замість плазми крові беруть 1 мл води. Як контроль можна використовувати також чисту 
кислотно-етанолову суміш. Флуориметрія здійснюється при двох довжинах хвилі: 475 нм -
для збудження флуоресценції і 530-550 нм - для виділення максимуму сиектрофлуоресцен-
ції. Розрахунок проводять за формулою: 

де X - концентрація кортикостероїдів у плазмі крові, мкг%; Фд і Фст - флуоресценція дос­
лідної і стандартної проб; Сет - концентрація кортикостероїдів у стандартній пробі, мкг %. 

Визначення адреналіну і норадреналіну /14] 
Принцип методу грунтується на тому, що білки тканин оса/ жують ТХО кислотою, яка од­

ночасно екстрагує катехоламіни. Катехоламіни адсорбують гідроксидом алюмінію, окис­
люють йодом при різних значеннях рН. При рН 4,4 окислюється тільки адреналін, при рН 7,2 
адреналін і норадреналін. Флуоресценцію адренолютину і норадренолютину, які утворюють­
ся при обробці катехоламінів йодом і лугом, вимірюють на флуориметрі. 

Хід роботи. При визначенні користуються такими реактивами. 1) 10% розчин ТХО кислоти; 
2) насичений водний розчин амонію сульфату; 3) 4-, 10- і 30% розчини натрію гідроксиду; 
4) гідроксид алюмінію, який готують, розчиняючи 50 г алюмоаміачних галунів у 400 мл води, до­
даючи краплями 40 мл 25% розчину натрію гідроксиду. Відділяють осад фільтруванням, проми­
вають та ресуснензукя ь його в 200 мл бідистильованої води; 5) розчин фенолфталеїну лужний; 
6) розчин натрію гідроксиду в бідистильованій воді, рН 8-8,5; 7) 1N розчин сірчаної кислоти; 8) 
0,01 N розчин йоду (готують перед застосуванням з 0,1 N розчину); 9) 0,1 N розчин натрію гіпо­
сульфіту; 10) 8% розчин хлорної кислоти (НС104); 11) 50% розчин натрію ацетату, рН 7,2; 12) 
ацетатний буфер, рН 4,4; 13) свіжовиготовлений розчин аскорбінової кислоти; 14) 1N розчин со­
ляної кислоти; 15) 0,1% розчини адреналіну і норадреналіну (10 мг розчиняють у 4 краплях 1 N 
розчину соляної кислоти і доводять бідистильованою водою до 10 мл; робочі розчини готують у 
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день аналізу розведенням у бідистильованій воді, додаючи 2-3 краплі 1 N розчину соляної кис­
лоти на кожні 100 мл води; 16) бідистильована вода; 17) ЕДТА; 18) 0,9% розчин натрію хлориду. 

Осадження білків і екстракцію катехоламінів проводять на холоді (на льоду). Тканину 
(400-800 мг) розтирають у ступці з 5-Ю мл 10% ТХО кислоти із скляним порошком і дода­
ють ту саму кислоту до розведення 1:100, гомогенат розмішують скляною паличкою протягом 
ЗО хв і фільтрують через паперовий фільтр. Екстракт розводять бідистильованою водою у 
співвідношенні 1:10, підкислюючи, як при приготуванні стандартних розчинів. Паралельно 
ставлять контроль на реактиви без тканин. 

5-6 мл крові збирають в охолоджену льодом центрифужну пробірку, яка містить краплю ге­
парину, 10 мг ЕДТА і 1 мл 0,9 % розчину натрію хлориду. До суміші додають такий же об'єм 
8% хлорної кислоти. Пробірку тримають на льодовій бані протягом ЗО хв, періодично перемі­
шуючи вміст скляною паличкою. Екстракт відділяють центрифугуванням протягом 
10 хв при 3500 об./хв і 4°С. 

У центрифужні пробірки вносять по 5 мл екстракту, 1 мл попередньо збовтаного алюмінію 
гідроксиду, 3 краплі насиченого розчину амонію сульфату і краплю воднолужного розчину 
фенолфталеїну. До суміші додають краплями 4% розчин їдкого натру до слабо-рожевого за­
барвлення, розмішуючи скляною паличкою. Проби центрифугують, надосад видаляють. Осад 
двічі промивають розчином їдкого натру, далі до нього доливають 10 мл бідистильованої во­
ди і 0,2 мл розчину сірчаної кислоти. Суміш перемішують скляною паличкою, центрифугу­
ють, елюати переносять порціями по 1-2 мл в пробірки з міткою на 10 мл (проби 1-4). Одно­
часно обробляють і контроль на реактиви. 

Для окислення адреналіну в адренохром у пробу додають 5 крапель розчину йоду і 1 мл аце­
татного буферного розчину, рН 4,4. Суміш струшують і точно через ЗО с додають 4 краплі роз­
чину натрію гіпосульфіту. Пробу залишають на 3-5 хв. Так чинять з пробами 1,2,3. За цей час 
обробляють пробу 4: додають 5 крапель розчину йоду і 0,5 мл розчину натрію ацетату, стру­
шують і точно через ЗО с додають 4 краплі розчину гіпосульфіту, після чого залишають на 3 -
5 хв. Внаслідок такої обробки окислюються адреналін і норадреналін. Далі в пробу 1 додають 
З краплі 30% розчину натрію гідроксиду, доводять бідистильованою водою до 10 мл і перемі­
шують скляною паличкою. При цьому за 6-7 хв відбувається руйнування адреналіноподібних 
речовин. До проб 2, 3, 4 додають по 5 крапель розчину аскорбінової кислоти, струшують, 
швидко додають по 3 краплі 30% розчину їдкого натру, доводять бідистильованою водою до 
10 мл і перемішують. Проба 2 містить продукти окислення, які можуть потрапити до елюату з 
тканини або крові. Обробку проб лугом проводять, за можливістю, одночасно. 

Всі проби перед флуориметрією опромінюють 3 хв ртутно-кварцовою лампою для посилен­
ня флуоресценції. Інтенсивність флюоресценції вимірюють на довжині хвилі 505 нм при збуд­
женні 410 нм. 

Неспецифічну флуоресценцію речовин «неадреналінової» природи обчислюють як різницю 
між інтенсивністю флуоресценції проби 1 і контролю на реактиви. Різниця між пробою 2 і про­
бою 1 характеризує вміст у зразках біоматеріалу продуктів окислення адреналіну і норадрена-
ліну ендогенного походження. Вміст адреналіну обчислюють за різницею показників проби 3 і 
проби 2, вміст норадреналіну - за різницею між пробою 4 і пробою 3. Абсолютний вміст кате­
холамінів знаходять за попередньо побудованим калібрувальним графіком для стандартів ад­
реналіну і норадреналіну з урахуванням розведення під час осадження білків та елюювання. 

Морфологічне дослідження гіпоталамусу, гіпофізу та надниркових залоз [12.13]. 
Вилучені органи фіксують у 10% розчині нейтрального формаліну, у 2,5% розчині глута-

ральдегіду (для подальшого приготування напівтонких та ультратонких зрізів) або заморожу­
ють для приготування зрізів. 

Подальшу обробку експериментального матеріалу проводять з використанням забарвлення 
зрізів гематоксилін-еозином, а напівтонких зрізів - толуїдиновим блакитним. Застосовують 
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також гістохімічні методи (забарвлення на ДНК та РНК, мукополісахариди, ліпіди, аскорбі­
нову кислоту). 

Описуючи гістологічні препарати гіпоталамусу, відмічають збереженість його структури, 
співвідношення функціонуючих та нефункціонуючих клітин, а також клітин із незворотними 
дистрофічними явищами. Звертають увагу на стан мікроциркуляторного русла. 

В аденогінофізі відмічають будову паренхіми, її кровонаповнення, розміри клітин та їх ядер, 
співвідношення аденоцитів (хромофобних, ацидо- та базофільних), наявність вакуолізації та 
специфічних гранул, характер колоїду та розміри фолікулів проміжної частки. В нейрогіпофі-
зі звертають увагу на кількість нейросекреторних гранул, зміни їх тинкторіальних властивос­
тей, кількість базофільних клітин, стан пітуїцитів. 

У надниркових залозах описують вираженість і збереженість структури коркової і мозкової 
речовини, визначають співвідношення їх товщини [1]. Відмічають кровонаповнення синусо­
їдних капілярів. У корковому шарі звертають увагу на «прозорість» речовини, вираженість 
границь між зонами, кількість світлих (малоактивних) і темних (активних) клітин, клітин із 
деструктивними явищами, наявність цитолізу або вогнищевої гіперплазії. В мозковому шарі 
описують стан клітин та їх ядер, наявність цитолізу та лімфоїдно-клітинних інфільтратів. 

При гострому стресі найбільш виражена активація ГГНС має місце в стадії тривоги. Відбу­
вається зростання вмісту в плазмі АКТГ. Причому реєструють хвилеподібні зміни концентра­
ції гормону (піки на 30-й хвилині і через 5 год від початку стресу). В крові збільшується вміст 
кортикостерону. Через 1,5 год від початку ЕБС рівень 11-ОКС зростає в 2 рази. Після 4-го-
динного ЕБС спостерігається підвищення цього показника з максимальним рівнем через 
96 год. На перші 2 год гострого іммобілізаційного стресу припадає максимум гіиеркатехоламі-
немії. Через 1,5 год від початку гострого стресу знижується вміст адреналіну і норадреналіну 
в надниркових залозах. 

Морфологічні зміни в гіпоталамусі в перші 1,5 год від початку стресу свідчать про активне ут­
ворення і виведення гормонів. Збільшується число нейроцитів І типу (активно секретуючих), в 
аксонах та поблизу них - гранули нейросекрету. Останні також зустрічаються навколо судин та 
вздовж нервових волокон. Кількість клітин II типу (фаза спустошення) також збільшується, а 
нейроцитів III типу (фаза помірної секреції) - зменшується. Через 8 год відбувається подальше 
збільшення кількості нейроцитів І і II типу, однак у клітинах І типу зменшується вміст нейро­
секреторних гранул. З'являються двоядерні клітини, нейроцити з явищами дистрофії. Судини 
повнокровні. Через 24 год посилюються ознаки функціонального виснаження нейросекретор­
них клітин. Розміри клітин і ядер зменшені, вміст нейросекреторних гранул знижений. 

У нейрогіпофізі в стадії тривоги швидко зменшується кількість нейросекреторних гранул, 
які слабко забарвлюються паральдегідфуксином. Через 24 год відмічають «плямистість» за 
рахунок порожнин на місці скупчень нейросекрету. Зникають тільця Герінга. Збільшується 
кількість базофільних клітин. Пітуїцити зберігають відростки, але їх ядра дрібні, гіперхромні. 

В аденогіпофізі через 1,5 год від початку стресу спостерігається повнокров'я. Будова парен­
хіми компактна. Відмічається збільшення розмірів клітин та об'єму їх ядер. Співвідношення 
хромофобних, ацидофільних і базофільних аденоцитів не змінене. Зростає кількість вакуолі-
зованих клітин. Колоїд проміжної частки набуває базофільного вигляду, розміри фолікулів 
зменшені. Через 8 год збільшується кількість базофільних аденоцитів, цитоплазма яких ваку-
олізована і дегранульована. Спостерігаються явища цитолізу. Цитоплазма ацидофільних клі­
тин достатньо заповнена секреторними гранулами. Фолікули проміжної частки містять неве­
лику кількість вакуолізованого базофільного колоїду. Через 24 год і далі з'являється вогнище­
ва дискомплексація клітин, дво- та трьохядерні секреторні клітини з дегранульованою цитоп­
лазмою, вогнища проліферації хромофобних аденоцитів. 

У надниркових залозах у перші 1,5 год на фоні повнокров'я паренхіми відмічаються пооди­
нокі дрібні ділянки цитолізу в пучковій та клубочковій зоні. В пучковій зоні має місце деліпі-
дизація спошїоцитів з перетворенням їх на темні еозинофільні клітини. Взагалі коркова речо-
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вина лишається світлою, прозорою. Через 8 год повнокров'я синусоїдних капілярів зберігаєть­
ся. Збільшуються вогнища деліпідизації, знижується прозорість кори, стираються межі між 
зонами, збільшується кількість цитолізів. Ядра клітин збільшені, з гіпертрофічними ядер­
цями. Через 24 год ознаки гіперактивності зберігаються, кора має «плямистий» вигляд, зрос­
тає кількість клітин з явищами дистрофії, місцями спостерігаються ділянки дискомплексації 
клітин, стази, лімфоїдні інфільтрати. 

Мозкова речовина в перші години стресу компактна, з вираженою базофілією. Межі клітин 
нечіткі. Ядра клітин великі, гіперхромні. Через 24 год відмічають розлади мікроциркуляції, 
дистрофічні явища, появу лімфоїдно-клітинних інфільтратів. 

Для результатів гістохімічного дослідження надниркових залоз при стресі характерні делі-
підизація, зниження вмісту РНК, аскорбінової кислоти, адренохрому (останнє - в мозковій 
речовині). 

Виявом стреспротективної активності ФЗ є нормалізація рівня гормонів і зменшення мор­
фологічних ознак підвищеної активності ГГНС і САС. 

5.2.4. Дослідження впливу на функціональний стан центральної нервової системи 

Вивчення поведінкових реакцій тварин у тесті «відкрите поле» [11]. 
Тест «відкрите поле» - це дослідження поведінки, зумовленої поміщенням тварини у незна­

йомий відкритий простір, втеча з якого неможлива. 
Камера для цього тесту становить прямокутне поле 140x70 см, розділене на квадрати 10x10 

см і освітлене лампою 100 Вт. У центрі певної кількості квадратів у довільному порядку в під­
лозі зроблені отвори («норки»). Передня частина камери прозора. Через неї проводиться 
спостереження. Тварину висаджують в центральний квадрат і фіксують латентний період ви­
ходу з нього. Критерієм переходу щура до іншого квадрату вважають переміщення через лі­
нію, що розділяє квадрати, обох задніх кінцівок. Враховують також кількість квадратів, в які 
зайшла тварина (горизонтальна рухова активність), число підйомів на задні кінцівки («верти­
кальні стійки»), кількість «норок», які тварина обнюхала, кількість умивань (актів грумінгу), 
уринацій і дефекацій (кількість болюсів). За цими параметрами оцінюють рухову активність, 
орієнтовно-пізнавальну діяльність, тривожність і вегетативні реакції. 

Гострий стрес викликає збільшення латентного періоду і часу перебування в центрі поля, змі­
нює горизонтальну активність, збільшує вертикальну активність, посилює вегетативні реакції. 

Вплив стреспротективних засобів на поведінкові реакції неоднозначний. Він залежить від 
природи і дози ФЗ. Оптимальним слід вважати нормалізацію поведінки стресованих тварин. 

5.2.5. Дослідження впливу на процеси переписного окислення 
ліпідів і антиоксидантного захисту 

Визначення концентрації первинних продуктів ПОЛ (6]. 
Принцип методу базується на властивості гідропероксидів і дієнових кон'югатів поглинати 

ультрафіолетове випромінювання з максимумом при довжині хвилі 232 нм. Оптична густина 
розчину пропорційна концентрації дієнових кон'югатів у сироватці крові. 

Хід визначення. На 1 мл сироватки обережно нашаровують 0,3 мл 0,85% розчину натрію 
хлориду і центрифугують при 3 000 об./хв протягом 10 хв для видалення хіломікронів, що ли­
шаються в верхньому шарі. З дна пробірки набирають 0,4 мл сироватки і додають до неї 4 мл 
кальцію хлориду, переміщують, додають 0,08 мл 1% розчину гепарину і знову ретельно пере­
мішують. Пробірки, що містять комплекси ліпопротеїнів з гепарином, центрифугують при 
З 000 об./хв протягом 10 хв. Сунернатант видаляють, осад розчиняють у 3 мл 5% розчину нат­
рію хлориду і спектрофотометрують при 232 нм проти води. За наявності високої екстинкції 
готують розведення 1:2; 1:4 і т.д. 5% розчином натрію хлориду. Концентрацію дієнових 
кон'югатів виражають в од.екстинкції/мл. 
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Визгшчення кониентрації вторинних продуктів ПОЛ [7]. 
Метод базується на взаємодії вторинних продуктів ПОЛ, зокрема, малонового діальдегіду, з 

2-тіобарбітуровою кислотою (ТБК), при цьому утворюється забарвлений комплекс, який ек­
страгується бутанолом. 

Хід визначення. У пробірку з 3 мл 1,4% розчину ортофосфорної кислоти додають 0,25 мл 
сироватки (або 0,25 мл дистильованої води в «порожню» пробу) і 1 мл 0,48% розчину ТБК. 
Пробірки накривають конденсуючими ковпачками і вміщують у водяний термостат на 45 хв 
при 100°С. Після кип'ятіння пробірки охолоджують у холодній воді протягом 3-5 хв. Дода­
ють 4 мл н-бутанолу, інтенсивно струшують до утворення однорідної білої суспензії. Пробір­
ки центрифугують 10 хв при 3 000 об./хв. Відразу після центрифугування відбирають 3 мл 
супернатанту в чисту суху пробірку. Оптичну густину вимірюють на спектрофотометрі при 
двох довжинах хвиль (535 і 570 нм) в кюветі 1 см. Вимірювання проводять не пізніше ніж че­
рез 1,5 год після центрифугування. Визначають поглинання в «порожній» пробі Ап=Апд35-
Ап57о і в ДОСЛІДНІЙ пробі Ад = Ад5з5-Ад570. Концентрацію ТБК-активних продуктів обчис­
люють за формулою: 

ТБК-активні продукти, м к м о л ь / л = ^ ^ - - 1 6 , 

де 0,156 - коефіцієнт молярної екстинкції комплексу малоновий діальдегід-ТБК у 
л/мкмоль/см; 16 - коефіцієнт розведення сироватки. Замість сироватки можуть бути дослід­
жені інші біологічні рідини. 

Визначення кінцевих продуктів ПОЛ (шиффових основ)[23]. 
Шиффові основи - це флуоресціюючі комплекси ліпопротеїнів, які входять до складу ліпо-

фусцину і вважаються кінцевими продуктами ПОЛ. 
Хід визначення. До зразка тканини масою 200 мг додають хлороформ-метанольну суміш 

(2:1, за об'ємом) у ваговому співвідношенні 20:1 і гомогенізують при температурі 45°С про­
тягом 1 хв у системі скло-тефлон зі швидкістю 300 об./хв. Після цього до гомогенату дода­
ють рівний об'єм дистильованої води і інтенсивно струшують. Суміш центрифугують 1-2 хв 
при 300 об./хв, розбавляють невеликою кількістю метанолу із розрахунку 10:1 (за об'ємом) 
і проводять спектрофлуориметричне вимірювання. Ліиофусцииові хромофори, які екстра­
говані ліпідними розчинниками, мають характерні спектри флуоресценції з максимумами 
поглинання в області 260-280 і 340-375 нм і максимумами випромінювання в області 
420-490 нм. 

Визначення активності супероксиддисмутази (СОД) (пероксид: пероксид оксидоредуктаза 
КФ 1:15.1.1) [4] 

В основі методу лежить здатність адреналіну самоокислюватись у лужному середовищі з ут­
воренням супероксиданіон-радикалу. В присутності СОД ця реакція уповільнюється. Порів­
няння швидкості зазначених реакцій в контрольній і дослідній пробах дозволяє визначити ак­
тивність ферменту. 

Хід визначення. У пробірку з 0,5 мл трис-НСІ-буфера (рН 7,4) додають 0,5 мл крові, пере­
мішують, додають 2 мл суміші для осадження гемоглобіну (етанол: хлороформ у співвідно­
шенні 5:3), ретельно перемішують, герметично закривають і витримують при температурі -
4°С протягом 24 год. Проби центрифугують ЗО хв при 3 000 об./хв. Визначають швидкість 
окислення адреналіну. Для цього в кювету на 1 см вносять 4,4 мл карбонатного буферу з рН 
10,2, додають 0,1 мл супернатанту (або буферу в контрольну пробу) та 0,5 мл розчину адре­
наліну в розчині лимонної кислоти (в 100 мл дистильованої води міститься 192 мг лимон­
ної кислоти і 333 мг адреналіну гідротартрату). За допомогою одноканального фотоелектро-
колориметра реєструють кінетику реакції в контрольному і дослідних зразках. Відлік часу 
починають з моменту внесення в кювету розчину адреналіну. Показники реєструють кожну 
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хвилину до припинення їх зростання. Обчислюють процент гальмування реакції за форму­
лою: 

т = J L L l i . i o o , 
с к / і к 

де EK/tK і ЕдДд - відповідно швидкості окислення адреналіну в контрольній і дослідній 
пробах. Тоді активність СОД в ум. од. становить А=Т/100-Т. 

Визначення активності каталази (пероксид водню : пероксид водню оксидоредуктаза - КФ 
1.11.1.6) [10 / 

Принцип методу грунтується на здатності иероксиду водню утворювати стійкий забарвле­
ний комплекс з солями амонію. 

Хід визначення. 0,1 мл сироватки крові або гомогенату тканин (100 мг на 1 мл 0,05 М трис-
НСІ-буферу, рН 7,8) додають до 2 мл 0,03% розчину пероксиду водню. В «порожню» пробу 
вносять 0,1 мл дистильованої води. Реакцію зупиняють через 10 хв, додаючи 1 мл 4% розчину 
молібдату амонію. Екстинкцію визначають при 410 нм проти контролю на реактиви, куди за­
мість иероксиду водню внесено 2 мл дистильованої води. Активність каталази сироватки об­
числюють за формулою: 

А = (Еи-Ед) • V • І • Кмкат/л , 
де А - активність каталази, Еп і Ед - екстинкція «порожньої» та дослідної проб, V - об'єм внесе­
ного зразка (0,1 мл), t - час інкубації (600 с), К - коефіцієнт, що дорівнює 22,2 • 103 ммоль"1 • см"1. 

Визначення вільних токоферолів [3] 
Визначення токоферолів у сироватці проводять сиектрофлуориметрично після попередньо­

го екстрагування гексаном. 
Хід визначення. Реактиви потребують додаткової обробки. 96% етанол очищують від альде­

гідів перегонкою з гідроксидом калію (20 г лугу на 1 л етанолу). Використовують лише серед­
ню фракцію. Гексан переганяють з дефлегматором при 68-69°С, струшують у ділильній во­
ронці з 3-4 порціями"концентрованої сірчаної кислоти (ЗО мл кислоти на 1 л гексану) доки 
кислотний шар не буде забарвлюватись. Залишки кислоти в органічному шарі нейтралізують 
1 N розчином натрію гідроксиду (рН 6,0) і промивають бідистильованою водою. Гексан зне­
воднюють, пропускаючи через колонку з прожареною кремнієвою кислотою. Знову перега­
няють при 68-69°С і використовують середню фракцію. Стандартний розчин DL-a-токофе-
ролу готують і контролюють, виходячи з того, що 1% розчин DL-a-токоферолу при довжині 
хвилі 292 нм і товщині шару 1 см має поглинання 74,4. 

В ході аналізу 0,1 мл сироватки (дослід), 0,1 мл бідисшльованої води (контроль) або 0,05 мл 
стандартного розчину токоферолу змішують у пробірках з притертими пробками з 0,4 мл бі-
дистильованої води, 0,6 мл насиченого розчину натрію хлориду і 1 мл етанолу. Перемішують, 
додають 2 мл гексану, щільно закривають пробками, струшують 20 хв і витримують 
10 хв у холодильнику з метою повного розшарування. Верхній шар переносять у кювету спек-
трофлуориметра і вимірюють флуоресценцію при 320-325 нм, яка збуджується опромінен­
ням з довжиною хвилі 292 нм. Вміст токоферолів обчислюють за формулою: 

Е = А•(Б - С)/(В - С) 
де Е - вміст токоферолів (мг/100 мл); А - вміст a-токоферолу (мкг) в 0,05 мл стандартного 

розчину; Б, В, С - флуоресценція дослідної проби, стандарту і контролю відповідно. 

Методика визначення аскорбінової і дигідроаскорбінової кислот [21]. 
Принцип методу базується на тому, що відновлена аскорбінова кислота окислюється 2,6-

дихлорфеноліндофенолятом натрію до дигідроаскорбінової кислоти. Остання при реакції з 
2,4-динітрофенілгідразином утворює забарвлений продукт. 
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Вміст аскорбінової кислоти обчислюють за різницею між загальною і дигідроаскорбіновою 
кислотою. 

Хід визначення. 500 мг тканини заливають 5-Ю мл 5% розчину метафосфорної кислоти. 
Розтирають зі скляним піском. Переносять до центрифужної пробірки. Центрифугують 5 хв 
ири 1500-2000 об./хв. Надосад видаляють. Осад промивають 2-3 рази 5-Ю мл 5% розчину 
метафосфорної кислоти. Всі порції надосаду об'єднують і доводять об'єм до 25 мл. Контроль 
на реактив (без тканини) обробляють таким же чином. 

У дві пробірки відміряють по 1,5 мл екстракту. В одну з них додають краплями 0,001 N роз­
чин 2,6-дихлорфеноліндофеноляту натрію до появи слабко-рожевого забарвлення, стійкого 
протягом ЗО с. В обидві пробірки додають по 0,5 мл 2% розчину 2,4-динітрофенілгідразину і 
доводять дистильованою водою до 2,5 мл. Інкубують при 100°С протягом 10 хв. Охолоджують 
на льоду. В кожну пробірку додають по 2,5 мл 85% розчину сірчаної кислоти, охолоджуючи на 
льодовій бані після кожної порції кислоти. Через 1 год можна вимірювати екстинкцію проб 
при довжині хвилі 520 нм. Забарвлення стійке протягом 16-18 год. Для приготування стан­
дарту аскорбінової кислоти до ряду пробірок вносять розчин аскорбінової кислоти (20 мг ас­
корбінової кислоти в 1 мл 5% метафосфорної кислоти) від 2 до 20 мкг і доводять метафосфор-
ною кислотою до 1,5 мл. Далі обробляють, як дослідні проби. 

Вміст дигідроаскорбінової кислоти в пробах 1 і 2 визначають за калібрувальним графіком. 
Вміст аскорбінової кислоти - за різницею вмісту дигідроаскорбінової кислоти в першій і дру­
гій пробах. 

Гострий стрес характеризується періодами посилення та послаблення ПОЛ, які супровод­
жуються відповідними змінами антиоксидантного захисту і не співпадають за часом у різних 
органах. Строки розвитку фаз інгібування ПОЛ залежать від природи стресу. Зокрема, 2- або 
3-годинна іммобілізація на спині в перші 1,5 год після завершення викликає інгібування про­
цесів ПОЛ у крові. В динаміці ЕБС в перші ЗО хв стресорного впливу ПОЛ знижується, через 
120 хв - підвищується. Після ЕБС через 90-270 хв спостерігається підвищення ПОЛ, яке збе­
рігається до 4-5 год. У фазі інгібування ПОЛ активність антиоксидантних ферментів, як пра­
вило, підвищена. Інтенсифікація ПОЛ і накопичення його продуктів може розвиватись на фо­
ні підвищеної активності антиоксидантних ферментів (субкомиенсація антиоксидантного за-
хисту) або зниження їх активності (декомпенсація антиоксидантного захисту). 

5.2.6. Оцінка ефективності стреспротективної дії фармакологічних засобів 

Оцінка ефективності стреспротективної дії здійснюється на основі кластерного аналізу 
(кількісної оцінки різниці об'єктів дослідження з урахуванням багатьох параметрів) [17J. 

Оскільки при дослідженні стреспротективних властивостей не існує відповідного препарату 
порівняння, за еталон, навколо якого формується перший кластер, приймають «умовну норму», 
тобто показники інтактних тварин. Він визначає рівень ефективності, який бажано досягнути. 

Другий кластер формується з параметрів, що описують патологічний фон (стрес). 
Для того, щоб досліджуваний ФЗ вважався ефективним стреспротективним засобом, пот­

рібно, щоб він потрапив у один кластер з «умовною нормою». Це можливо, якщо різниця між 
сукупностями характеристик стану організму в нормі та при корекції стресу за допомогою ФЗ 
не перевищує прийнятого порогового значення (СІАМ). 

[Ч Si ) J >~\ Sj 
де А - стан організму при застосуванні досліджуваного ФЗ; М - умовна норма , сукупність 

показників, що описує стан організму інтактних щурів; п - кількість показників, за якими при 
застосуванні препарату відбулася нормалізація; m - кількість показників, за якими препарат 
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А не усунув стресорні зрушення; х, - позначення і-го показника, х, - позначення j - го показ­
ника; а, - коефіцієнт вагомості і-ro показника серед інших параметрів; а^ коефіцієнт вагомос­
ті j-іюказника серед інших параметрів; s - середнє квадратичне відхилення показника і або j . 

Визначають також різницю між кластерам, який характеризує стан організму при стресі без 
корекції (В), і такому при введенні досліджуваного ФЗ (А). 

Умовою того, що препарат А має стреспротективні властивості є співвідношення dAM>0. 
Але при цьому потрібно, щоб ФЗ не потрапив до кластеру В, тобто повинна виконуватись 
умова с1ВМ<0. 

При здійсненні кластерного аналізу обчислення виконують із використанням стандартних 
програм «STATISTICA». 

53. Додаткові можливості вивчення стреспротективної дії 
фармакологічних засобів (уточнююче дослідження) 

Уточнюючому дослідженню піддають лише ті ФЗ, у яких виявлено стреспротективні влас­
тивості. На цьому етапі доцільно проводити дослідження ефектів у динаміці гострого стресу 
через 6, 9,12, 24, 48 і 72 год від початку стресорного впливу, що дозволяє уточнити дію ФЗ на 
різних стадіях ЗАС. 

Доцільним є проведення експериментів із використанням тварин, попередньо типованих за 
поведінковими реакціями в тесті «відкрите поле». Це дозволяє одержати більш стабільні по­
казники по окремих експериментальних групах і водночас дає можливість простежити залеж­
ність ефектів ФЗ від індивідуальних спадкових особливостей тварин. З такою ж метою можуть 
бути проведені досліди на лініях тварин з підвищеною або характерною реакцією на стрес. 

Рекомендується також вивчення ФЗ на моделі хронічного стресу. 
У даному випадку слід враховувати наступні особливості патологічного фону. Тріада Сельє 

в повному обсязі спостерігається лише в стадії тривоги хронічного стресу. В цій стадії прогре­
сивно знижується цитоз тимусу, в кістковому мозку збільшується вміст лімфоїдних клітин і 
зменшується вміст зрілих гранулоцитів. Водночас, цитоз кісткового мозку, цитоз селезінки, 
загальна кількість лейкоцитів у крові та лейкоцитарна формула крові істотно не змінюється. 
Концентрація продуктів ПОЛ в органах і крові знижена, спостерігається підвищення актив­
ності антиоксидантних ферментів. Рівень глюкокортикоїдів зростає на першу добу і мас тен­
денцію до зниження наприкінці стадії тривоги хронічного стресу. 

У стадії резистентності хронічного стресу зменшується вираженість загально-соматичних 
ознак стресу, зростає цитоз тимусу, збільшується цитоз кісткового мозку за рахунок клітин 
грануло- та еритроцитарного ряду. В крові має місце збільшення загальної кількості лейкоци­
тів. Відбувається посилення ПОЛ на фоні високої активності антиоксидантних ферментів. 

У стадії виснаження хронічного стресу прогресує клітинне спустошення тимусу, зменшу­
ється цитоз кістковогомозку і загальна кількість лейкоцитів у крові за рахунок гранулоцитів 
і лімфоцитів. Вміст продуктів ПОЛ підвищений на фоні зниження активності антиоксидан­
тних ферментів і вмісту низькомолекулярних антиоксидантів. Реєструються коливання рівня 
глюкокортикоїдів. 

З метою визначення механізмів дії ФЗ зі стреспротективними властивостями рекоменду­
ється застосування фармакологічного аналізу, тобто дослідження ефектів речовин за умов 
блокади окремих ланок стрес-реалізуючих та стрес-лімітуючих систем. 

Залежно від природи ФЗ доцільно додатково розширити відповідні розділи програми, реко­
мендованої на 2-му етапі досліджень. Зокрема, якщо вивчають стреспротективні властивості 
нейротропних засобів, потрібно дослідити вилив ФЗ на умовно-рефлекториу діяльність і 
складні форми поведінки, порушені стресом; провести запис та аналіз електроенцефалограми. 
Вивчаючи стреспротектори-антиоксиданти, слід розширити коло методів, які характеризують 
процеси ПОЛ і антиоксидантного захисту, дослідити зазначені процеси не тільки в крові та 
гомогенатах тканин, а й у субклітинних фракціях. 
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ДОКЛШІЧШ ДОСЛІДЖЕННЯ СПЕЦИФІЧНОЇ 
АКТИВНОСТІ ТА НЕШКІДЛИВОСТІ 

МІНЕРАЛЬНИХ ВОД 

Бабов К.Д., Громов Л.О., Нікіпелова О.М., 
Дмитрієва Г.О., Литвиненко А.Г., Алексеєнко Н.О., 

Солодова Л.Б., Філіпенко Т.Г., Новодран О.В., 
Решетняк В.В., Ніколенко СІ., Колкер І.А., 

Насібулін Б.А., Павлова О.С, Олешко О.Я., Швалова О.В. 

Перелік скорочень 

АлАТ - аланінамінотрансфераза; 
АсАТ - аспартатамінотрансфераза; 
ГАМК - гама-аміномасляна кислота; 
ЕЕГ - електроенцефалограма; 
ЕКГ - електрокардіограма; 
ЕКоГ - електрокортикограма; 
ШХ - індекс насичення жовчі холестерином; 
ПЕГ - поліетиленгліколь; 
ПОЛ - перекисне окислення ліпідів; 
СЖК - сумарні жовчні кислоти; 
СЩП - спектральна щільність потужності; 
X - холати; 
ЦІК - циркулюючі імунні комплекси; 
ЦНС - центральна нервова система; 
ІНКТ- шлунково-кишковий тракт; 
Fa ~ фагоцитарна активність; 
Fi - фагоцитарний індекс. 

Вступ 

Природні мінеральні води в останнє десятиріччя достатньо широко впроваджуються в амбу­
латорне, санаторно-курортне та позакурортне лікування як один з популярних немедикамен-
тозних засобів терапії. 

Головними фізико-хімічними характеристиками лікувальних мінеральних вод слід вважати 
загальну мінералізацію, аніонно-катіонний склад, вміст біологічно активних компонентів або 
сполук. Відповідно до вмісту основного аніону можна виділити три найпоширеніші типи мі­
неральних вод: гідрокарбонатні (типу «Поляна Квасова»), хлоридні (типу «Миргородська») і 
сульфатні (типу «Моршинська ропа № 6»). 

Гідрокарбонатні мінеральні води нормалізують вуглеводний і білковий обмін, мають про­
тизапальну дію, сприяють нормалізації жовчоутворювальної функції печінки і жовчовиділь­
ної функції біліарної системи. Мінеральним водам з переважним вмістом гідрокарбонатних 
аніонів притаманні чітка кислото-нейтралізуюча дія в шлунку та облужнюючий ефект у два­
надцятипалій кишці. 
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Розділ НІ 

Гідрокарбонати поліпшують засвоєння мікро- і макроелементів, що підвищує інтенсивність 
окислювально-відновлювальних процесів; посилюють діурез, чим сприяють вилученню шлаків. 

Практично в усіх видах мінеральних вод наявні аніони хлору. Для них характерний стиму­
люючий вплив на початково знижену секреторну функцію шлунку, скорочувальну активність 
гладенької мускулатури органів травлення. При питному лікуванні іон хлору стимулює жов­
човиділення, посилює дію сульфат-іонів, стимулює шлункову та панкреатичну секрецію, ви­
ділення ферментів кишечника. Він є також вихідним субстратом для утворення хлористовод­
невої кислоти шлункового соку, посилює моторику шлунку. 

Сульфати в мінеральних водах зустрічаються у вигляді сірчанокислих солей кальцію, нат­
рію і магнію. Вони виявляють холекінетичну дію. Поступове скорочення жовчного міхура 
зменшує застій жовчі, покращує відток її з жовчних протоків і міхура. Мінеральні води, які 
містять сульфат-іони, значно збільшують холерез, поліпшують фізико-хімічні властивості 
жовчі, нормалізують холестериновий і білковий обмін. Експериментально доведено [12], що 
сульфат-іони беруть участь в трьох основних механізмах дії води на організм. Вони виявля­
ють: 1) неспецифічну місцеву дію на слизову шлунку, 2) неспецифічну дію на тканини пош­
кодженого шлунку (шляхом підвищення соковідділення і кислотоутворення), 3) неспецифіч­
ну опосередковану дію на шлунок через щитоподібну залозу. 

Основними катіонами, що входять до складу мінеральних вод, є натрій, калій, кальцій, магній. 
Натрій відіграє важливу роль у регулюванні водно-сольового обміну, стимулює жовчоутво­

рювальну і особливо жовчовидільну функції гепатобіліарної системи і секреторну функцію 
залоз травного тракту, посилює перистальтику кишок. 

Калій, як і натрій, є основним мінеральним компонентом. Гідрокарбонати калію беруть 
участь у вуглеводному обміні, в процесах синтезу білку і ряду ферментативних систем, синте­
зу глікогену в печінці, яка є одним з основних депо калію. Іон калію посилює тонус і моторну 
функцію шлунку і кишок, регулює виведення хлористоводневої кислоти. 

Кальцій має антисептичні і в'яжучі властивості, він активує ряд ферментів, знижує проник­
ність клітинних мембран (у т.ч. і гепатоцитів), дещо посилює діурез, що важливо при наявнос­
ті у хворих з патологією печінки синдрому оксиурії. Хлоридно-натрієві води, що містять каль­
цій, поліпшують ліпідний обмін внаслідок підсилення продукування печінкових фосфоліпідів. 

Магній є складовою частиною міжклітинної і клітинної рідини, має жовчогінну дію, знижує 
рівень холестерину в крові, проявляє спазмолітичну і болезаспокійливу дію. Магній бере 
участь у важливих для клітинного метаболізму ферментативних процесах, зокрема, відклада­
ючись у м'язах, активує анаеробний обмін вуглеводів, бере участь в білковому обміні, проце­
сах нервово-м'язової збудливості. Розчини солей магнію каталізують діяльність ряду фермен­
тів травної системи - трипсину і ерипсину. Магній необхідний також для синтезу АТФ та та­
ких важливих ферментів як холінестераза, холінацетилаза. 

Мінеральні води, які містять біологічно активні мікроелементи та сполуки в кількості, не 
нижчій за бальнеологічні норми, прийняті для питних мінеральних вод, виділяються в окремі 
специфічні групи. 

Терапевтична дія залізистих мінеральних вод обумовлена, передусім, кількістю та хімічною 
формою заліза, що надходить до шлунково-кишкового тракту. 

Крім того, певний аніонно-катіонний склад води сприяє нормалізації моторної функції 
шлунку, стимулює жовчовиділення та процеси всмоктування в кишечнику [33]. Як відомо, 
для оптимального всмоктування заліза необхідне виділення нормального шлункового соку 
[20]. Цей фактор можна врахувати, підбираючи таку мінеральну воду, яка містить підвищену 
кількість заліза та стимулює секрецію шлунку [20]. Шляхом стимуляції надходження до ки­
шечника жовчі можливо підвищити надходження до нього мукозного трансферину, що наван­
тажується залізом, проникає в ентероцити, звільнюється від заліза і після цього вступає в но­
вий цикл [32]. Потрібно вказати, що експериментально доведено існування залежності між за­
безпеченістю організму залізом та його всмоктуванням в травному тракті, але механізми цьо-
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го явища вивчені недостатньо. Отже при поліпшенні процесів всмоктування в цілому покра­
щується забезпеченість організму залізом. 

Миш'як у миш'яковистих вуглекислих водах міститься, в основному, у вигляді миш'яко­
вистої кислоти H3As04, що обумовлено відповідними окислювально-відновними процесами. 

Життєва необхідність цього мікроелементу підтверджена експериментами на тваринах [29|. 
Експерименти, проведені в останні роки, сприяли формуванню сучасних уявлень про патоло­
гію арсенодефіцитних станів, що у тварин проявляється в тих або інших порушеннях репро­
дуктивної сфери і в передчасній загибелі нащадків. Існування арсенодефіцитних станів у лю­
дини не доведено. Миш'яковисті вуглекислі води частіше за все застосовуються для зовніш­
ніх бальнеопроцедур. 

Миш'яковисті мінеральні води при внутрішньому застосуванні мають яскраво виражену 
профілактичну і меншою мірою лікувальну дію при променевих ураженнях. Санаторно-ку­
рортне лікування з застосуванням миш'яковистої мінеральної води дає високий лікувальний 
ефект при найбільш частих захворюваннях, патогенез яких пов'язаний з порушенням клітин­
ного -тліґиолащ, зокрема тгри атеросклеротичному коронарокард'юсклерозї, гіпертонічній 
хворобі І-ІІ А стадії, ревматизмі в неактивній фазі, порушенні функції яєчників на тлі хроніч­
ного аднскситу, гіпертиреозі, подагрі. Механізм лікувальної дії вод цієї групи при внутрішньо­
му застосуванні мало вивчений. Встановлено, що миш'як, який міститься в мінеральній воді, 
проникає до організму, тривало в ньому затримується і справляє виражений вилив на функці­
ональний стан печінки і травного каналу. Участь миш'яку в процесах кровотворення визначи­
ла призначення мінеральних вод, що містять його, хворим з різноманітними анеміями [201. 

Фізіологічна функція бору, що надходить з мінеральними водами, полягає в регулюванні 
паратгормону і через нього - обміну кальцію, магнію, фосфору і холекальциферолу. Крім то­
го, борним водам притаманні антимікробні властивості, які сприяють гальмуванню окислю­
вальних процесів, що слід враховувати, призначаючи їх хворим на ожиріння. 

Фізіологічна дія мінеральних вод, що містять бром, пов'язана з його впливом на гальмуван­
ня процесів в нейронах кори головного мозку. 

Йод є необхідним компонентом тканин щитовидної залози і виконує свою біологічну фун­
кцію як складова частина тиреоїдних гормонів. Іони йоду, як і брому, затримуються в печінці, 
тому водам, що містять йод, притаманний тривалий період післядії. Останнє пояснює ліку­
вальну дію означених вод при поєднаній патології печінки і біліариої системи з захворюван­
нями шлунка і кишечника. Мінеральні води, що містять йод, виявляють виражену фармако­
логічну дію, вони сприяють процесам регенерації, беруть участь в окислювально-відновних 
процесах, мають бактерицидну дію. 

Кремній необхідний для нормального росту та розвитку організму, формування хрящів, кіс­
ткової і сполучної тканини, він бере участь у низці важливих метаболічних процесів. Фізіоло­
гічна роль кремнію при ньому пов'язана, в основному, із синтезом глікозаміногліканів і кола­
гену. Однією з форм перебування кремнієвої кислоти в мінеральних водах є колоїдна, що по­
яснює адсорбційні, в'яжучі, протизапальні, болезаспокійливі властивості цих вод. 

Води з підвищеним вмістом органічних речовин посідають особливе місце серед лікуваль­
них природних вод. Згідно з ДСТУ 878-93 «Води мінеральні питні. Технічні умови» міне­
ральні води можуть бути віднесені до цієї групи при вмісті органічних речовин від 5 до 
ЗО мг/дм3 (у перерахуванні на органічний вуглець). Оскільки лікувальна дія таких вод 
пов'язана з наявністю підвищеного вмісту органічних речовин, то присутність останніх є пря­
мим показанням для проведення доклінічних і клінічних випробувань. Основну масу органіч­
них речовин складають гуміни і бітуми [4J. Частіше за все в мінеральних водах містяться наф­
тенові бітуми, які складаються з метанових, нафтенових, ароматичних вуглеводнів і кисень-
вміщуючих, сірчистих та азотистих сполук. Нафтенові кислоти і їхні солі також є біологічно 
активними речовинами. Доведено, що органічні речовини мають не лише позитивний, але й 
негативний вилив на функції організму. При вмісті органічних речовин в мінеральних водах 
понад ЗО мг/дм3 порушується кровообіг у печінці, що веде до погіршення її функції. 
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Розділ III 

Крім лікувальної дії вод цього типу на гепатобіліарну систему, нирки і сечовивідні шляхи, 
слабкомінералізовапі води з підвищеним вмістом органічних речовин також впливають на 
кислотоутворення в шлунку [26], водно-електролітний обмін [2, 3]. За існуючою концепцією 
[25], мінеральні води викликають гормономодслюючий ефект на гастроентеро-панкреатичну 
та ендокринну системи. 

Насьогодні виявлено велику кількість родовищ мінеральних вод, призначених для викорис­
тання з бювету та промислового розливу. Втім, застосування нових лікувально-столових та 
лікувальних мінеральних вод можливе лише після всебічних докліиічних та клінічних випро­
бувань для отримання максимально повної інформації про їх ефективність та особливості дії 
з метою розробки рекомендацій та інструкцій щодо їх застосування у медичній практиці. 

Методичні рекомендації означеного напряму в Україні не видавались. Запропоновані Мето­
дичні рекомендації дають можливість уніфікувати методичні підходи до докліиічних дослід­
жень мінеральних лікувальних і лікувально-столових вод з метою отримання об'єктивно по­
рівнюваних результатів досліджень, проведених у різних науково-дослідних лабораторіях та 
медичних центрах. 

Ця розробка грунтується на методиках, регламентованих Паспортом Українського держав­
ного центру стандартизації та контролю якості природних і преформованих засобів Україн­
ського НДІ медичної реабілітації та курортології, акредитованого на технічну компетентність 
і незалежність у системі УкрСЕПРО Держстандарту України, та на методиках, затверджених 
Наказом МОЗ СРСР № 290 від 11.04.72 р. «Про уніфікацію клінічних і лабораторних засобів 
дослідження», Закону України «Про лікарські засоби», Закону України «Про якість та безпе­
ку харчових продуктів і продовольчої сировини», а також General Screening Program. 

і. Загальні положення 

Мінеральними водами, що застосовуються з лікувальною метою, за визначенням В.В.Іва­
нова та Г.О.Невраева [14| називаються «природні води, які містять у підвищених концентра­
ціях ті або інші мінеральні (рідше органічні) компоненти та гази, або яким притаманні будь-
які фізичні властивості (радіоактивність, реакція середовища), і які справляють на організм 
людини лікувальну або профілактичну дію - па відміну від дії прісної води». 

Цими ж авторами розроблена класифікація підземних мінеральних вод, яка до цього часу 
вважається загальноприйнятою у СНД. Згідно з цією класифікацією, основним критерієм 
специфічної дії лікувальних мінеральних вод є загальна мінералізація - не менше 1 г/дм3, а 
менш мінералізовані мінеральні води використовуються в медичній практиці при наявності в 
них специфічних компонентів у концентраціях, не нижчих за визначені величини (табл. 1): 

Таблиця 1 
Мінімальна концентрація біологічно активних речовин і сполук 

лікувальних мінеральних вод 
Критерій Значення масових концентрацій речовини, 

мг/дм3, не менше 
Діоксид вуглецю вільний (розчинений) 0,5 
Сірководень 10,0 
Органічні речовини у перерахунку на вуглець 
валовий 

5,0 

Миш'як 0,7 
Залізо, загальне 10,0 
Бром 25,0 
Йод 5,0 
Метакремнієва кислота 50,0 
Ортоборна кислота 35,0 
Радон 185,0 
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У цій класифікації існує таке поняття, як мінеральна лікувально-столова вода, що застосову­
ється як лікувальна згідно з призначенням лікаря курсовими дозами, або як столовий напій -
не систематично. Промисловий розлив таких мінеральних вод регламентується стандартом 
України ДСТУ 878-93 «Води мінеральні питні. Технічні умови», згідно з яким «до мінераль­
них лікувально-столових вод відносяться води з мінералізацією від 1,0 до 8,0 г/дм3 усіх хіміч­
них груп і від 1,0 до 15 г/дм3 груп: гідрокарбонаті натрієві, гідрокарбонатно-хлоридні, хло-
ридно-гідрокарбонатні натрієві чи при меншій мінералізації, які вміщують біологічно активні 
мікроелементи і сполуки в кількості, не нижчій від бальнеологічних норм, прийнятих для пит­
них мінеральних вод» (табл. 2). 

Таблиця 2 
Критерії оцінки мінеральних лікувально-столових вод 

Назва мінеральної 
води 

Критерії Значення масових концентрацій речовини, 
мг/дм3, не менше 

Залізиста Залізо (дво- і тривалентне) 10,0 
Миш'яковиста Миш'як 0,7-1,5 
Борна Ортоборна кислота 35,0 
Бромна Бром 25,0 
Йодна Йод 5,0 
Кремнієва Метакремнієва кислота 50,0 
3 вмістом органіч­
них речовин 

Органічні речовини 
(в розрахунку на вуглець) 

5,0-30,0 

У 1996 р. здійснено спробу регламентації мінеральних вод, що застосовуються у лікувальній 
практиці санаторно-курортними закладами. З цією метою було опрацьовано галузевий стан­
дарт Міністерства охорони здоров'я України ГСТУ 42.10-02-96 «Води мінеральні лікуваль­
ні. Технічні умови». Цей стандарт поширюється па природні підземні лікувальні води різних 
фізико-хімічних властивостей, які призначаються і вживаються у медичній реабілітації та ку­
рортології для внутрішнього та зовнішнього застосування. Дія цього стандарту не поширю­
ється на води, що включені до ДСТУ 878-93, або які, згідно з ДСТУ 878-93, можуть бути кла­
сифіковані як лікувально-столові. 

Згідно з ДСТУ 878-93 і ГСТУ 42.10-02-96, оцінка хімічного вмісту мінеральних вод, їхньої 
лікувальної дії та можливості їх медичного застосування обґрунтовується дослідженнями і 
заключениями УкрНДІ медичної реабілітації та курортології. Рівень фізіологічної дії, специ­
фічної активності та безпеки природних мінеральних вод встановлюється експериментально 
на лабораторних тваринах. 

У медичній практиці природні лікувальні та лікувально-столові мінеральні води можуть бу­
ти віднесені до лікарських засобів малої інтенсивності, які збалансовано виливають на чис­
ленні органи та системи організму людини. Через це при їх застосуванні не очікується локаль­
них реакцій з відповідною клінічною симптоматикою. Дифузність впливу мінеральних вод 
визначає й те, що в їх біологічній дії відокремлюється пряма та опосередкована дія. Прямою 
дією є вплив специфічних компонентів мінеральних вод на шкіру, слизову ШКТ, функцію се­
чо- та жовчовиділення тощо. Під опосередкованою дією слід розуміти вплив специфічних 
компонентів мінеральної води на ЦНС та імунокомпетентні органи, які нормалізують діяль­
ність всіх органів і систем організму. При вживанні мінеральних вод з лікувально-профілак­
тичною метою необхідно враховувати добові дозування і засіб застосування мінеральних вод 
(напій, клізми, ванни), що змінює ефекти її використання. Вищенаведене дає можливість об­
грунтувати принципи досліджень з метою оцінки біологічної дії мінеральних вод. 

Оцінка біологічної дії мінеральної води можлива лише на підставі комплексних фізіологіч­
них та біохімічних досліджень, а саме: 

~ пошук неспецифічних морфологічних змін в основних органах (печінка, нирки, серце, голов­
ний мозок, статеві залози, підшлункова залоза, ШКТ) з наступною диференціальною їх оцінкою; 
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- пошук неспецифічних фізіологічних змін (жовчо- та сечовиділення, ЕЕГ, ЕКГ, секреція 
шлунка) з наступною диференціацією результатів прямого і опосередкованого впливу; 

- пошук неспецифічних біохімічних змін (загальний аналіз сечі, крові, продукти перекисно-
го окислення ліпідів у сироватці крові), що сприяють оцінці прямої дії; 

- оцінка динаміки виявлених змін; 
- кількісне відображення спостережених змін; 
- у зв'язку з опосередкованою дією мінеральних вод необхідне обстеження центрів, які ре­

гулюють вегетативні функції (гіпоталамус, таламус, підкоркові ядра). 

2. Відбір, транспортування та зберігання мінеральних 
вод для доклінічних досліджень 

Природні мінеральні води - складні багатокомпонентні системи, які містять органічні та не­
органічні речовини, у тому числі розчинені гази, останні перебувають у стані динамічної рів­
новаги. При виході води на поверхню відбувається зміна зовнішніх умов, порушується існую­
ча рівновага, що може призвести до зміни форм перебування речовин у воді, останні можуть 
випадати в осади. Зміна зовнішніх умов може викликати пригнічення одних або стимулюван­
ня життєдіяльності інших груп мікроорганізмів води, що викликає зміни її хімічного складу 
та властивостей. 

Названі особливості води обумовлюють необхідність вибору оптимальної кількості необхід­
них для аналізу показників, що забезпечать вирішення поставлених завдань, і опрацювання 
правил відбору та транспортування, які дозволять отримати характеристики складу води мак­
симально наближені до їх значень в зоні формування. 

2.1. Підготовка водопунктів 

Якщо несамовиливні свердловини працюють періодично, необхідне попереднє прокачуван­
ня їх, щоб наблизити склад води, що відкачується, до складу пластової. Тривалість прокачу­
вання становить не менше 2 діб. Проби води відбираються безпосередньо на гирлі свердлови­
ни до надходження її у накопичувальні ємкості або розвідну мережу. 

2.2. Герметичний відбір 

Цей відбір вимагає спеціального устаткування. Звичайно застосовується гумовий шланг не­
великого діаметру, один кінець якого змикається із спеціальним краном на напірному трубоп­
роводі на гирлі свердловини (при відсутності крану - із штуцером, вю ввертається в отвір з-
під манометру, або з патрубком на дозактовому фланці на лінії скиду), другий кінець шлангу 
опускається у отвір посуду для відбору проби. Після десятиразового обміну води у посуді для 
відбору шланг поступово усувається, посуд щільно закупорюється пробкою таким чином, щоб 
до нього не потрапляло повітря, принаймні його об'см мас бути мінімальним, не більше за 
0,5 см3 на 1 дм3 води. 

Посуд з водою для визначення органічних речовин щільно закривають пробками, 
обв'язують бинтом та обмащують розплавленим парафіном. 

На гумові трубки барботерів для визначення радону накладаються затискувачі, барботери 
відразу ж перевертаються догори дном і у такому положенні транспортуються. 

2.2.1. Особливості відбору проб мінеральних вод для хімічного дослідження 

Основною вимогою при відборі проб води є забезпечення відповідності складу та властивос­
тей відібраної води складу і властивостям її у водоносному горизонті, гирлі самовиливу тощо. 
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Невідповідність виникає у випадку аерації води при відкачуванні ерліфтом, ари контакті ві­
дібраної води з повітрям, при тривалій взаємодії з матеріалами водопідйомного та водопри-
йомного обладнання (заглиблювальними насосами, обсадними трубами тощо). 

При визначенні розчинених форм речовин вода, що відбирається для аналізу, спочатку 
фільтрується через паперові або мембранні фільтри. Для відділення емульгованих сполук зас­
тосовуються фільтри «біла стрічка» з діаметром йор 3,5 мкм. При наявності у воді грубодис-
персної зависі фільтрація ведеться через паперові фільтри «синя стрічка» з діаметром нор 
1-2,5 мкм. Топкодисперсні зависі відділяються фільтрацією води через мембранні фільтри з 
діаметром ігор 0,5 мкм. 

При відборі води для аналізу на вміст перемінновалентних елементів для фільтрації доціль­
но використовувати спеціальну герметичну воронку, яка забезпечує ізоляцію води від повітря. 

Кількість води, що відбирається у водопунктах, залежить від мети аналізу, яка визначається 
певними завданнями, та від мінералізації води. 

Для виконання стислого аналізу (макрокомионентний склад, санітарно-хімічні компонен­
ти) необхідні такі об'єми відібраної води: 
з мінералізацією до 5 г/дм3 ~ 2,5 дм3; 

10-35 г/дм3 -1,0 дм3; 
понад 35 г/ дм3 - 0,5 дм3. 

Для виконання повного хімічного аналізу без визначення органічного і газового складу 
(макро- і мікрокомионентний склад, саиітарно-хімічні компоненти, токсичні речовини, біоло­
гічно активні елементи) необхідні об'єми води: 
з мінералізацією до 5 г/дм3 - 5 дм3; 

5-Ю г/дм3 -4дм 3 ; 
10-35 г/дм3 - 3 дм3; 

понад 35 г/ дм3 - 2 дм3. 

При виконанні хімічних аналізів з визначенням органічних речовин поряд з зазначеними 
вище, можливі три варіанти: 

а) стислий аналіз з визначенням валового органічного вуглецю (узагальненого показника 
вмісту органічних речовин); 

б) повний хімічний аналіз з визначенням валового органічного вуглецю; 
в) повний хімічний аналіз з визначенням валового органічного вуглецю та компонентного 

складу органічних речовин. 
Потрібні для повного аналізу об'єми води відповідно збільшуються на: 
а) 0,6 л; б) 0,6 л; в) 5,0 л спеціального відбору. 

2.2.2. Особливості відборі/ проб мінеральних вод для мікробіологічного аналізу 

Відбір проб мінеральних вод для мікробіологічного аналізу здійснюється спеціально проін­
структованою особою. Для відбору проб мінеральних вод та подальшого аналізу завчасно го­
тують стерильний мікробіологічний посуд, поживні середовища та реактиви. 

Відбір проб з джерел здійснюється на місці їхнього виходу із землі після попереднього обпа­
лювання грунту на площині радіусом 20-30 см навкруги гирла. 

Для санітарно-бактеріологічного аналізу проби відбирають у стерильні скляні пляшки 
об'ємом 0,5 л. 

При дослідженні на патогенну мікрофлору об'єм води для одного аналізу збільшується до 1-3 л. 
Відбір води для виявлення автохтонної мікрофлори здійснюють також з дотримуванням 

всіх наведених правил стерильності, але у флакони меншої ємкості: 100-200 мл. При закупо­
рюванні заповненого флакону пробка мас витиснути надлишок води. 
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2.23. Особливості відбору проб мінеральних вод для визначення їх біологічної активності, 

біохімічних та гістологічних досліджень 

Перший початковий етап роботи здійснюється біля джерела або біля свердловини. Це й виз­
начає специфіку відбору мінеральної води. Проба відбирається у чистий посуд (десятиразове 
ополоскування водопровідною водою і триразове ополоскування дистильованою) у кількості, 
відповідній до об'єму води, що вводиться всім експериментальним тваринам на день досліду. 
Для цього індивідуальне дозування кожній тварині помножується на кількість тварин в ек­
сперименті. Досліджувана вода наливається, після ополоскування нею ж, у ємкість так, щоб 
не залишався повітряний міхурець. Пробка занурюється у воду, витискуючи повітря. Залиш­
ки води у наступну добу після відкриття флакону не застосовуються. 

2.3. Документація відібраних проб 

Документація відбору є обов'язковою процедурою. Кожний зразок супроводжується актом 
відбору проб, у якому мають наводитись відомості про замовника, адреса та геологічна при­
в'язка водопункту, дата, умови та методика відбору, ціль аналізу. 

Акт повинен бути завірений підписами та відомостями про посаду особи, яка відібрала про­
бу у присутності відповідального за експлуатацію свердловини або джерела, та представника 
санеиідслужби. Акт відбору проб має бути засвідчений печаткою. 

3. Фізико-хімічні дослідження мінеральних вод 

Фізико-хімічні дослідження, проведені з метою визначення хімічного складу вод, виявлен­
ня присутніх у них специфічних біологічно активних компонентів - обов'язковий, невід'єм­
ний етап доклінічного дослідження мінеральних вод. На цьому етапі проводиться комплексне 
вивчення фізико-хімічних показників мінеральних вод, яке включає польові і стаціонарні ла­
бораторні дослідження. 

3.1. Польові дослідження 

У польових умовах, безпосередньо на місці водозабору (біля джерела, свердловини міне­
ральної води) визначають склад компонентів, які можуть змінитися при зберіганні і транспор­
туванні. До числа таких показників належать: 

- органолептичні показники води (запах, смак, колір, прозорість); 
- температура води; 
- показник кислотно-лужних властивостей - рН; 
- показник окислювально-відновних властивостей - Eh; 
- масова концентрація гідрокарбонат- та карбонат-іонів; 
- масова концентрація заліза; 
- санітарно-хімічні показники якості води (вміст нітрат-, нітрит-іонів, іонів амонію); 
- перманганатна окислювальність. 

3.2. Стаціонарні лабораторні дослідження мінеральних вод 

У лабораторних умовах проводиться всебічне вивчення макро- та мікрокомгюнентного 
складу мінеральних вод, визначення біологічно активних і нормованих компонентів, згідно з 
вимогами ДСТУ 878-93 і ГСТУ 42.10-02-96. 

Повний перелік фізико-хімічних показників мінеральних вод містить: 
- значення рН і Eh води; 
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- основний іонний склад води (масова концентрація хлорид-, карбонат-, гідрокарбонат-
сульфат-іопів; іонів натрію і калію, кальцію, магнію); 

- мінералізацію (загальний солевміст - сума всіх розчинених у воді речовин, окрім газів, у 
г/дм3); 

- санітарно-хімічні показники (масова концентрація нітрит-, нітрат-іонів, іонів амонію); 
- склад компонентів: 
біологічно активні речовини (двоокис вуглецю, сірководень, бор, кремній, йод, бром, залізо, 

миш'як, радон); 
нормовані речовини (масова концентрація свинцю, селену, кадмію, міді, цинку, ванадію, 

ртуті, хрому, миш'яку, урану, радію); 
- склад органічних речовин (концентрація валового органічного вуглецю) та (або) перман-

ганатна окислювальність. 
При дослідженні слабомінералізованих вод з підвищеним вмістом органічних речовин (по­

над 5 мг/дм3 валового органічного вуглецю), окрім визначення Ссф| доцільно вивчити компо­
нентний склад органічних речовин. У водах цього типу визначають такі показники як органіч­
ний азот, концентрація карбонових, гумінових кислот, фульвокислот, склад бітумів (ней­
тральних та кислих), значення буферної ємкості. Методики аналізу мінеральних вод наведені 
у відповідній науково-технічній документації та літературних джерелах. 

Дані про методи дослідження фізико-хімічних характеристик мінеральних вод та зазначен­
ня відповідних нормативних документів узагальнені в таблиці 3. 

Таблиця З 
Методи фізико-хімічних досліджень мінеральних вод 

Назва методу Нормативний документ 
Відбір проб ГОСТ 23268.0, СТ СЭВ 4285-84 
Визначення температури А.А.Резников, Е.П.Муликовская, И.Ю.Соколов. Методы анализа 

природных вод.- М.: Недра, 1970. 
Визначення органолептичних 
показників 

ГОСТ 23268.1-91, ГОСТ 3351-74 

Визначення двоокису вуглецю ГОСТ 23268.2-91, ГСТУ 18.18-97 
Визначення гідрокарбонат-
іонів 

ГОСТ 23268.3-78, ГОСТ 26449.1-85 

Визначення іонів магнію і 
кальцію 

ГОСТ 23268.5-78, ГОСТ 26449.1-85 

Визначення іонів натрію ГОСТ 23268.6-78 
Визначення іонів калію ГОСТ 23268.7-78 
Визначення нітрит-іонів ГОСТ 23268.8-78, ГОСТ 4192-82 
Визначення нітрат-іонів ГОСТ 23268.9-78, ГОСТ 18826-73, А.А.Резников, Е.П.Муликовская, 

И.Ю.Соколов. Методы анализа природных вод.- М.: 
Госгеолтехиздат, 1963. 

Визначення іонів амонію ГОСТ 23268.10-78, ГОСТ 26449.1-85, ГОСТ 4192-82 
Визначення заліза ГОСТ 4011-72, ГОСТ 23268.11-78, 30178-96 
Визначення перманганатної 
окисності 

ГОСТ 23268.12-78 

Визначення хлорид-іонів ГОСТ 23268,17-78, ГОСТ 26449.1 -85, ГОСТ 4245-72 
Визначення фторид-іонів ГОСТ 23268.18-78 
Визначення метакремнієвої 
кислоти 

ГОСТ 26449.1-85, А.А.Резников, Е.П.Муликовская, И.Ю.Соколов. 
Методы анализа природных вод.- М.: Недра, 1970. 

Визначення фенолів ГОСТ 26449.1-85 
Визначення рН ГОСТ 26449.1-85 
Визначення сухого залишку ГОСТ 26449.1-85, ГОСТ 18164-72 
Визначення карбонат-іонів ГОСТ 26449.1-85 
Визначення сульфат-іонів ГОСТ 26449.1-85, ГОСТ 4389-72, ГОСТ 23268.7-78 
Визначення кисню ГОСТ 26449.3-85 
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Розділ НІ 
Продовження Таблиці З 

Назва методу Нормативний документ 
Визначення сірководню ГОСТ 26449.3-85, А.А.Резников, Е.П.Муликовская, И.Ю.Соколов. 

Методы анализа природных вод.- М.: Недра, 1970. 
Визначення ртуті ГОСТ 26927-86, Паспорт прибора анализатора ртути «Юлия 2К» 
Визначення міді ГОСТ 26449.1-95, ГОСТ 26931-86, ГОСТ 4388-72, 

РД 52.24.377-95, ГОСТ 30 178-96 
Визначення хрому ГОСТ 26449.1-95, РД 52.24.377-95 
Визначення свинцю ГОСТ 18293-72, ГОСТ 30178-96, РД 52.24.377-95 
Визначення кадмію ГОСТ 30178-96, РД 52.24.377-95 
Визначення селену ГОСТ 19413-89 
Визначення стронцію ГОСТ 23950-88 
Визначення ванадію РД 52.24.377-95 
Визначення миш'яку ГОСТ 26930-86 
Визначення срібла ГОСТ 23268.13-78, ГОСТ 18293-72, РД 52.24.377-95 
Визначення цинку ГОСТ ЗО 178-96, ГОСТ 18293-72, ГОСТ 26934-86, РД 52.24.377-95 
Визначення азоту Ю.Ю.Лурье. Унифицированные методы анализа вод.- М.: Химия, 

1973. 
Визначення Eh Паспорт прибора универсального иономера 

ЭВ-74. П.9.2. Измерение окислительно-восстановительного 
потенциала. 

Визначення урану Унифицированные методы исследования качества вод. 4.11. Методы 
радиохимического анализа вод. Сов. СЗВ.- М., 1983. А.А.Резников, 
Е.П.Муликовская, И.Ю.Соколов. Методы анализа природных вод.-
М.: Недра, 1970. 

Визначення радію, радону Е.Л.Железнова, И.П.Шумилина, Б.Я.Юфа. Радиометрические 
методы естественных радиоактивных элементов. Практическое 
руководство.- М.: Недра,1968. А.А.Резников, Е.П.Муликовская, 
И.Ю.Соколов. Методы анализа природных вод.- М.: Недра, 1970. 

Визначення суми іонів натрію і 
калію, мінералізації 
розрахунковим способом 

А.А.Резников, Е.П.Муликовская, И.Ю.Соколов. Методы анализа 
природных вод.- М.: Недра, 1970. 

Визначення ортоборної 
кислоти 

А.А.Резников, Е.П.Муликовская, И.Ю.Соколов. Методы анализа 
природных вод.- М.: Недра, 1970. 

Визначення бромід-іонів У.Дж.Уильямс. Определение анионов.- М.: Химия, 1982. 
Д.Мидгли. Потенциометрический анализ воды.- М.: Мир, 1980. 

Визначення іодид-іонів Д.Мидгли. Потенциометрический анализ воды.- М.: Мир, 1980. 
Визначення валового вмісту 
органічних речовин (CV.) 

ИСО 8245-87, О.А.Алекин и др. Руководство по химическому 
анализу вод суши.- Л.: Гидрометиздат, 1973. Метод определения 
органического углерода в природных водах. Бикбулатов Е.С. 
Проблемы аналитической химии.- М.: Наука, 1977.- С. 171-176. 

Визначення бітумів 
нейтральних 

Методы анализа органических веществ подземных минеральных 
вод/Методические указания, 1969. 

Визначення бітумів кислих Методы анализа органических веществ подземных минеральных 
вод/Методические указания, 1969. 

Визначення спирторозчинних 
речовин 

Методы анализа органических веществ подземных минеральных 
вод/Методические указания, 1969. 

Визначення гумінових кислот Методы анализа органических веществ подземных минеральных 
вод/Методические указания, 1969. 

Визначення фульвокислот Методы анализа органических веществ подземных минеральных 
вод/Методические указания, 1969. 

Визначення карбонових 
кислот 

В.И.Бахман. Методика анализа минеральных вод.- М., 1965. 

Визначення пестицидів Методы определения микроколичеств пестицидов в продуктах пита­
ння, кормах и внешней среде. Справочник. Т.1, 2.- М.: Колос, 1992. 

Визначення нафтопродуктів Ю.В.Новиков, К.О.Ласточкина, З.Н.Болдина. Методы исследования 
качества воды водоемов.- М.: Медицина, 1990. 
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На підставі отриманих результатів фізико-хімічних досліджень мінеральних вод згідно з 
класифікацією В.В.Іванова, Г.О.Невраєва, за хімічним (іонним та газовим) складом, фізични­
ми властивостями і бальнеологічним значенням досліджувані мінеральні води можна віднес­
ти до однієї з восьми основних бальнеологічних груп: 

I - без специфічних компонентів та властивостей; 
II - вуглекислі; 
III - сульфідні; 
IV - залізисті, миш'яковисті та «поліметалічні» з підвищеним вмістом декількох 

металів - Mn, Cu, Pb, Zn, Al тощо; 
V - бромні, йодно-бромні, Йодні; 
VI - кремнисті термальні; 
VII - радонові; 
VIII - слабомінералізовані з підвищеним вмістом органічних речовин. 

Це дозволить визначити напрямок подальших фізико-хімічних досліджень з урахуванням 
специфіки мінеральних вод за умов забезпечення необхідної інформативності для подальшо­
го проведення доклінічного дослідження з метою встановлення їх специфічної активності та 
безпеки. 

4. Мікробіологічні дослідження мінеральних вод 

У підземних водах, особливо інфільтрогенного походження, визначаються майже всі пред­
ставники таксономічних і еколого-трофічних груп мікроорганізмів, що зустрічаються у грун­
ті. Втім, мінеральним водам властива певна специфічність мікробних ценозів, яка істотно від­
різняє їх від мікроорганізмів, що надходять ззовні. Тому всі водні мікроорганізми поділяють­
ся на аутохтонні, адаптовані до екологічних умов родовища мінеральних вод та алохтонні, які 
являються показниками забруднення мінеральних вод. 

Залежно від типів обміну та застосування джерел енергії мікроорганізми поділяють на окре­
мі групи. З гігієнічної точки зору найбільше значення має алохтон на група мікроорганізмів, 
яка може представляти потенційну епідемічну небезпеку через можливе надходження пато­
генних мікроорганізмів. Аутохтонні мікроорганізми відіграють певну роль у перетворенні хі­
мічних компонентів води, у т.ч. мінералізації органічних речовин. 

Завдяки спроможності утворювати антибіотичні речовини, вони забезпечують воді таку 
важливу для терапії властивість, як бактерицидність. 

Активність і поширеність мікроорганізмів різних груп залежать від екологічних умов, типів 
води, від ступеня трофіки водного джерела. 

Визначення кількості окремих груп мікроорганізмів дозволяє судити про генезис мінераль­
них вод, їхню здатність до самоочищення від алохтонних мікроорганізмів, бактерицидну дію, 
а також дає уявлення про тенденції розвитку мікроорганізмів, які населяють воду, діяльність 
яких може впливати на фізико-хімічні і органолептичні показники. 

4.1. Перелік методик 

Зважаючи на наведене, пропонується досліджувати мінеральні води, застосовуючи методи, 
що наведені у таблиці 4. 

4.2 Оцінка методик 

При відповідності мінеральних вод санітарно-бактеріологічним вимогам до питних міне­
ральних вод (загальне мікробне число не більше 100 колонієутворюючих одиниць в 1 см3, ко-
лі-індекс < 3, відсутність синьогнійної палички), їхній стан оцінюється як задовільний. У ра-
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Розділ III 
Таблиця 4 

Методи мікробіологічних досліджень мінеральних вод 

Назва методу Нормативний документ 
Визначення аутохтонної 
мікрофлори мінеральних вод: 
Гетеротрофні бактерії 

Методические рекомендации по микробиологическому 
исследованию лечебных минеральных вод. Максимович К.А., 
Николенко СИ. В надзаг: МЗ УССР, ОНИИК, г.Одесса, 1984, с. 22. 

Амілолітичні бактерії - -//- -
Целюлозорозкладаючі бактерії . .//. . 
Маслянокислі бактерії - -//- -
Жиророзщеплюючі бактерії - -//- -
Метанутворюючі бактерії - -//- -
Вуглеводеньокислюючі 
бактерії 

- -//- -

Амоніфікуючі бактерії - -//- -
Денітрифікуючі бактерії . .//. . 
Сульфатредукуючі бактерії - -//- -
Тіонові бактерії Романенко В.И., Кузнецов СИ. Экология микроорганизмов пресных 

водоемов.- Л.: Наука, 1974.- 193 с. 
Гетеротрофні залізобактерії . .//. . 
Олігокарбофіли - -//- -
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Бактерії-продуценти аміно­
кислот 

Методика оценки способности аутохтонной микрофлоры 
продуцировать аминокислоты в минеральных водах. Инф.письмо.-
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Мікроскопічні гриби А.В.Вершигора, Л.В.Григорьева, В.А.Ярошенко. Санитарная 
микробиология.- К., 1976.- 199 с. 

Визначення здатності сульфат-
редукуючих бактерій 
продукувати сірководень 

В.И.Бахман. Методика анализа минеральных вод,- М., 1965. 

Визначення впливу токсичних 
речовин на мікрофлору 

Lui D. et al. Rapid toxity assesment of water-soluble and water-insoluble chemicals 
using a modidfied agar plate method/AVater Res.- 1989.- V.23- P. 333- 339. 
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monas aeruginosa) в питних мінеральних водах.- Одеса, 1996.-16 с 
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зі погіршення основних нормативних показників мінеральні води передаються до санітарно-
епідеміологічних станцій для визначення в них патогенних ентеробактерій. 

Серед аутохтонної мікрофлори мінеральних вод при належній експлуатації джерел міне­
ральних вод немає жодного збудника хвороб. Але ця мікрофлора здатна викликати біохімічні 
процеси у мінеральних водах не лише в природних умовах, а й у водах, які розлиті по пляш­
ках (табл. 5). 

Таблиця 5 
Аутохтонні мікроорганізми мінеральних вод та їх значення 

Назва 
мікроорганізмів 

Можливий вплив на якість води 

Олігокарбо-
фільні бактерії 

Мають ефективну систему засвоювання субстрату і майже завжди переважають 
алохтонні мікроорганізми у конкуренції за харчові речовини. У чистих, незабруд­
нених водах кількісно домінують над гетеротрофними бактеріями. 

Гетеротрофні 
бактерії 

Посилюють процеси мобілізації хімічних елементів з пород та активізують їхню 
міграцію у водному середовищі під впливом продуктів життєдіяльності. Засвоюють 
речовини органічного походження, сприяють самоочищенню води. 

Спороутво-
рюючі бактерії 

Відновлюють нітрати, антагоністи індикаторних видів, потенціал корозії. Підвищена 
кількість спороутворюючих мікроорганізмів вказує на наявність у воді органічних 
речовин, які погано окислюються, та на умови, при яких неспороутворюючі мікроби 
або вегетативні форми спороутворюючих були пригнічені (токсичні речовини). 

Амілолітичні Продуценти амілази, сприяють розкладанню крохмалистих речовин. Амілолітичні 
бактерії з продуцентами амілази - ферменту, недостатня кількість якого спосте­
рігається при шлункових хворобах. Сприяють збагаченню вод цим ферментом. 

Маслянокислі Розщеплюють вуглеводи та спирти і їхні сполуки з утворюванням масляної кисло­
ти і ряду сторонніх продуктів: кислот жирного ряду, спирту, ацетону, водню і СОг. 

Жиророзщеп-
люючі 

Розкладають жири з утворенням жирних кислот і СОг. 

Метаноутво-
рюючі 

Викликають бродіння солей органічних кислот, сприяють утворюванню метану, 
СОг. 

Вуглеводень-
окислюючі 

Окислюють вуглеводи з утворенням різного типу органічних кислот, спиртів, 
альдегідів, вітамінів Вг, Віг. 

Амоніфікуючі Розщеплюють білки і протеїни з утворенням амінів, амідів, амінокислот, 
сірководню, аміаку, індолу та ін. Продуценти протеаз. 

Денітрифікуючі Обумовлюють процеси міграції азоту у підземних водах. Засвоюють вуглеводи, 
смоли, бітуми, спирти, органічні кислоти, продукти розпаду білків. Сприяють 
вивільненню водної маси від нітритів і нітратів 

Целюлозороз-
чинні аероби 

Наявність або відсутність цих мікроорганізмів може засвідчувати про ступінь 
впливу поверхневих інфільтрованих з поверхні вод на водоносний горизонт. 

Залізоокис-
люючі 

Створюють потенціал корозії, сприяють утворюванню гідрату окису заліза у 
залізовміщуючих водах, погіршують органолептичні показники води. 

Марганець-
окислюючі 

Сприяють окисленню двовалентного марганцю до чотиривалентного. 

Сульфатреду-
куючі 

Активно впливають на окислювально-відновний потенціал середовища завдяки 
утворенню сірководню. 

Тіонові Окислюють сірководень, сприяючи утворенню сульфатів, необхідних при лікуванні 
захворювань гепатобіліарної системи. 

Гетеротрофні 
бактерії - проду­
центи амінокис­
лот 

Сприяють накопиченню у водах амінокислот, які використовуються у біосинтезі 
поліпептидів і білків, а також у синтезі фосфатидів, порфіринів і нуклеотидів. 

Міксобактерії Показники забруднення водоносного горизонту органічними відходами 
сільськогосподарського походження. 

Актиноміцети 
роду стрептомі-
цетів 

Активно мінералізують органічні речовини, в т.ч. такі стійкі, як клітковина і лігнін. 
Беруть участь у розщепленні білків та вуглеводів до утворення органічних кислот, 
внаслідок чого підвищується кислотність, посилюється розпад мінералів, вини­
кають органомінеральні комплекси. Є продуцентами запахоутворюючих речовин у 
водному середовищі, негативно впливають на органолептичні показники. 

Мікроскопічні 
гриби 

Беруть участь у розкладі органічних речовин, які надходять у воду, за умов, 
несприятливих для бактерій. 
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Завдяки ряду факторів, а також присутності мікробів-антагоністів, мінеральним водам при­
таманна бактерицидна дія, інтенсивність якої варіює залежно від родовищ і типів вод. 

Визначення бактерицидності проводять за допомогою тест-культури кишкової палички 
(штам 846), вносячи ії у зразки досліджуваної води. За тривалістю виживання тест-культури 
роблять висновок про інтенсивність антимікробної дії. 

5. Фізіологічні та біохімічні дослідження 

5.1. Навантаження тварин досліджуваною мінеральною водою 

Для виявлення біологічної активності води в експерименті використовуються білі щури (лі­
нійні і нелінійні). Оптимальними вважаються тварини з масою тіла 180-200 г незалежно від 
статі. Під час експерименту тварини мають знаходитись у звичайних умовах віварію, харчо­
вий і питний режими підтримуються постійними, на повсякденному рівні. Досліджувану во­
ду вводять додатково зондом (зонд діаметром 1 мм) безпосередньо у шлунок. Добова доза дос­
ліджуваної води обов'язково становить 1% маси тіла тварини і розраховується індивідуально. 
Водне навантаження проводиться 1 раз на добу, у вечірній час (приблизно о 17^). Відбір біо­
логічного матеріалу здійснюється через 16-18 год після введення води. Для оцінки біологіч­
ної дії води проводять одноденне навантаження. При обгрунтуванні медичних показань для 
клінічної апробації проводять курсове навантаження 12 щоденними введеннями. 

5.2. Відбір біологічного матеріалу 

Жовч 
Для збирання жовчі проводять операцію мікроканюлювання жовчної протоки щура, оскіль­

ки у цих тварин жовчний міхур відсутній. Проводять наркотизацію тварини гексеналом або 
тіоиенталом в дозі 100 мг/кг, який вводять внутрішньоочеревинно з розрахунку 0,1 мл/100 г 
маси тіла. Пошарово розкривають черевну порожнину, під жовчну протоку підводять лігату­
ру з міцної нитки. Надрізують (або наколюють) стінку протоки і вставляють поліетиленову 
канюлю діаметром 1-3 мм, фіксуючи лігатурою. Потім інший кінець канюлі з'єднують з 
мікроиіиеткою і реєструють холерез, виражаючи його в кількості мкл на 100 г маси за певний 
відрізок часу (0,5 год, 1 год або 3 год). За необхідності можна фіксувати динаміку холерезу. 

Сеча 
Для збирання сечі щура розташовують у спеціальній індивідуальній клітці, яка мас у коніч­

ному дні металеву або пластмасову сітку з отворами діаметром приблизно 2 мм. Для отриман­
ня більш чистої сечі необхідно користуватися скляним відділювачем. Тварини розташовують 
у клітці одразу після дозованого введення досліджуваної води і витримують добу без їжі та во­
ди. Кількість сечі вимірюється у мл і для уніфікації проводиться розрахунок її на одиницю по­
верхні тіла (мл/см2 за добу). 

Кров 
Отримання сироватки 
Тварину після проведення експерименту декапітують і кров збирають у суху центрифужну 

пробірку (об'ємом не менше ніж на 10 см3). Кров відстоюють до зсідання і потім центрифугу­
ють 20 хв при 1500 об./хв для отримання сироватки. 

Тканини 
А) Біохімічні дослідження. Після декапітації тваринам швидко розтинають черевну порож­

нину, вилучають печінку та промивають її холодним 0,25 М розчином цукрози (рН 7,4). Гомо-

485 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

генат готують на 0,25 М розчині цукрози в концентрації 28%. Для отримання мікросом отри­
маний гомогенат центрифугують при 10000 g 20 хв. До надосадової рідини (HOP) додають 
0,08 мл 1 М розчину СаС12 і центрифугують впродовж 10 хв. HOP зливають, а осад знову сус­
пендують впродовж 10 хв (у 0,25 М розчині цукрози) та розчиняють цукрозою з розрахунку: 
до мікросом, отриманих з 1 г печінки, додають 1 мл 0,25 М розчину цукрози. Вся процедура 
виділення мікросом проводиться в інтервалі температур від 0 до 10°С. 

Б) Визначення загальної кількості води тканин. Взятий шматочок тканини водних депо ор­
ганізму (шкіра, печінка, нирки) промокають фільтрувальним папірцем, зважують дуже точно 
(на торсійних вагах), а потім наважку тканини розміщують у сушильній шафі при температу­
рі 105°С, де висушують її до постійної ваги (48-72 год). Різниця між початковою вагою і ва­
гою після висушування і складає вміст води у цій наважці тканини. 

В) Визначення електролітів у тканинах. Для екстракції електролітів з тканин спочатку їхні 
шматочки точно зважують на торсійних вагах. Наважку тканини переносять у хімічно чисту 
суху пробірку, куди приливають 0,5 мл хімічно чистої концентрованої азотної кислоти і наг­
рівають до повного розчинення тканини. Потім додають 2 мл дистильованої води і центрифу­
гують. Надосадову рідину доводять до 20 мл водою. Проба готова для фотометрії. 

Г) Морфологічні дослідження. Для отримання точних даних щодо структурно-функціо­
нальних змін в органах і системах потрібно при вилученні матеріалу дотримуватись наступ­
них умов. 

1. Максимально бережливий спосіб забору матеріалів, мінімальні терміни після виведення 
тварини з досліду. 

2. Максимально бережливий спосіб фіксації матеріалу (забуферений формалін, рідина Кар-
нуа або використання нативного матеріалу). 

3. У випадках запланованого ультраструктурного дослідження доцільно для фіксації всього 
вилученого спільного гістологічного та ультраструктурного матеріалу використовувати фік­
сатор на основі глутаральдегіду такого складу: 

глутаральдегід 2,25% - 100,0 мл; 
параформ 4% - 500,0; 
0,2 М фосфатний буфер рН 7,2 - 400,0. 

4. Для світлооптичних досліджень доцільне вилучення симетричних шматочків досліджува­
ного органу: один - на гістологічне, інший - на гістохімічне дослідження. Для проведення гіс­
тохімічних досліджень на один блок належить монтувати дослідний і контрольний матеріал 
та розташовувати їх на одному склі. Як заморожуючий агент краще всього застосовувати рід­
кий азот (-196°С), хоча допустимо використовувати суху вуглекислоту (-70°С) або хлоретил 
(-J50°C). 

5.3. Перелік і оцінка методик для виявлення біологічної 
активності мінеральних вод 

Оцінка периферичної крові: 
1) кількість еритроцитів в периферичній крові (загально прийнятий метод); 
2) концентрація гемоглобіну в крові (фотоелектроколориметрично); 
3) кольоровий показник крові; 
4) лейкоцитарна формула; 
5) вміст заліза у сироватці крові (за допомогою приладу Біо-ла-тест, інші біохімічні методи). 
При водних навантаженнях у тварин важливою є стабільність показників кількості ерит­

роцитів, гемоглобіну і кольорового показника, що свідчить про нешкідливість дії досліджу­
ваної води на організм. Коливання складу заліза у сироватці мають значення при моделю­
ванні залізодефіцитних анемій та корекції її внутрішнім прийомом залізистих мінеральних 
вод. 
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Оцінка функціонального стану печінки: 
1) визначення сумарних жовчних кислот та холатів (СЖК+Х) у жовчі [22]; 
2) визначення холестерину жовчі [ЗО]; 
3) розрахунок літогенного індекса жовчі (СЖК+Х)/холестерин; 
4) розрахунок індексу насичення жовчі холестерином (ІНХ) з рівня базального холерезу і 

концентрації холестерину; 
5) визначення вмісту білірубину у крові [23]; 
6) визначення Ac AT, Ал AT. 
Оцінюючи функціональний стан печінки, слід насамперед звернути увагу на наявність жовчо­

гінного ефекту після введення мінеральної води. Для уніфікації цього показника є обов'язковим 
визначення відношення кількості виділеної жовчі до маси тіла тварини (мл/100 г маси). Оціню­
ючи функціональний стан печінки, слід насамперед звернути увагу на наявність жовчогінного 
ефекту після введення мінеральної води, а також обов'язкове дотримання відрізку часу не мен­
ше ніж 18-20 год після водного навантаження, у який тварини мають бути без їжі і води. Окрім 
жовчогінного ефекту, навіть без його наявності, мінеральні води стимулюють жовчоутворення. 

Потрібно враховувати співвідношення сумарних жовчних кислот та холатів до холестерину 
жовчі. Це співвідношення характеризує літогенність жовчі і ступінь насичення її холестери­
ном. Підвищення рівня білірубіну та холестерину у жовчі та крові свідчить про функціональ­
ні порушення печінки. 

Оцінка функціонального стану нирок: 
1) рівень добового діурезу; 
2) механізм сечоутворення щодо парціальних функцій нефрону: 
- визначення швидкості фільтрації первинної сечі; 
- відсоток зворотнього всмоктування води, розрахований за креатиніновим кліренсом [16]; 
3) очищувальна функція нирок оцінюється за величиною добового виведення азотистих і 

сольових шлаків: 
- визначення сечовини в сечі (набори реактивів «Біотест-Лахема», уреазний метод [16] і ме­

тод Рашкована в модифікації С.Г.Гасанова [13]); 
- визначення сечовини в крові (набори реактивів «Біотест-Лахема», уреазний метод [16] і 

метод Рашкована в модифікації С.Г.Гасанова [13]); 
- визначення хлоридів у сечі (метод Мора) [15]. 
Функціональний стан нирок оцінюється передусім за рівнем добового діурезу після наван­

таження тварин мінеральною водою. Для з'ясування спроможності нирок розвивати діурез 
безпосередньо після введення води, вивчається динаміка «водного» діурезу (1,5-2,0 год). На 
вираженість «водного» діурезу виливає спосіб введення води, що вивчається. В цьому випад­
ку дуже важливе вміле і безболісне зондування, тобто експериментатор повинен мати певні 
навички. Для підтвердження діуретичної дії вод на етапі доклінічних досліджень слід прово­
дити додаткове водне навантаження (1 % від маси тіла тварини). Мінеральна вода вводиться 
зондом у шлунок тварини. Безпосередньо після водного навантаження тварин розміщують у 
обмінних клітках, які призначені для збору сечі і витримують протягом 24 год. Отримані ве­
личини повинні бути віднесені до одиниці поверхні тіла. 

Істотним моментом в оцінці впливу мінеральної води на сечовиділення є з'ясування питан­
ня, за рахунок якої функції нефрону відбувається приріст обсягу виділеної сечі - збільшення 
швидкості фільтрації первинної сечі у ниркових клубочках чи зменшення відсотку реабсорбо-
ваної води у ниркових канальцях, що визначається за креатиніновим кліренсом. 

Визначення кількості сечовини та хлоридів дасть можливість оцінити очищувальну фун­
кцію нирок і безпечність застосування мінеральної води. 

Оцінка функціонального стану шлунка 
Протекторна дія води виявляється при моделюванні іммобілізаційно-холодової виразки 

шлунка [27]. Для цього тварин після добового голодування розташовують у металевих патро-
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пах з отворами та вміщують у рефрижератор при температурі 2-4°С на 5 год. Далі проводять 
евтаназію тварин та розглядають розтинении по великій кривизні шлунок під лупою. Ступінь 
стресових уражень слизової оболонки шлунку оцінюють за 4-бальною шкалою. 

Попереднє проведення курсу водних навантажень при моделюванні виразки шлунка повин­
но істотно знижувати інтенсивність виразкоутворювання, кількість ерозій і гіперемій слизо­
вої шлунка. 

Оцінка функціонального стану підшлункової залози 
Здійснюється за допомогою визначення активності а-амілази сироватки крові [36]. Про 

функціональний стан підшлункової залози свідчить певний рівень активності а-амілази, під­
вищення якого вказує на її патологічний стан. 

Всі наведені методики затверджені Наказом МОЗ СРСР № 290 від 11.04.72 «Про уніфі­
кацію клінічних і лабораторних засобів дослідження». 

Оцінка функціонального стану центральної нервової системи 
Вивчення впливу на центральну нервову систему в тесті «відкрите поле» 
Тест «відкрите поле» дозволяє виявити тип дії досліджуваної сполуки на ЦНС: збуджуючий 

чи гальмівний, а також з'ясувати вплив на емоції і орієнтовно-дослідницьку діяльність тварин. 
Тест «відкрите поле», як правило, представляє собою квадратну камеру (100x100 см) з де-

ревіяними або нластиковими стінками (25-40 см) та підлогою, що розділена фарбою на 25-
49 квадратів. В центрі певної кількості квадратів (наприклад, 36 із 49) у довільному порядку 
в підлозі зроблені отвори («нірки»). 

Тварину висаджують в центральний квадрат і фіксують латентний період виходу з нього. 
Критерієм переходу щура до іншого квадрату вважають переміщення через лінію, що розділяє 
квадрати, обох задніх кінцівок. Враховують також кількість квадратів, в які зайшла тварина 
(горизонтальна рухова активність), число підйомів тварини на задні кінцівки («вертикальні 
стійки» або вертикальна рухова активність), кількість отворів («нірок»), які тварина обнюха­
ла, кількість умивань (актів грумінгу), число болюсів. Тривалість спостереження за поведін­
кою тварини, включаючи латентний період, становить 3-Ю хв. 

Як правило, використовують дві групи тварин (контроль і дослід) з метою запобігання пов­
торного пред'явлення тесту «відкрите поле». За умов повторного висаджування у «відкрите по­
ле» інтактні тварини демонструють зменшення рухової (як вертикальної, так і горизонтальної) 
активності, зменшення кількості досліджених «нірок», збільшується кількість актів грумінгу. 

Зменшення рухової активності свідчить про гальмівний вплив на ЦНС, збільшення - про 
збуджуючую дію.' 

Методика реєстрації ЕКоГ дрібних лабораторних тварин 
I етап - підготовчий. Проводиться операція вживления хронічних електродів експеримен­

тальним тваринам. За 48 год до передбачуваного зняття ЕКоГ хутровий покрив голови твари­
ни епілюється, виконується розріз шкіри голови, очищується надкісниця, висушується і за до­
помогою трепанатора обережно, під кутом 30° вводяться стерильні електроди, з фіксуванням 
їх пломбувальною пластмасою. 

II етап - зняття ЕКоГ. Проводять з використанням засобу швидкого перетворення Фур'є на 
підставі спектрального аналізу на епосі 640 мсек у 50% перекритті. Виділяють 4 фізіологічних 
діапазони: дельта (0,5-3,9 Гц), тета (4,0-7,9 Гц), альфа (8,0-12,9 Гц), бета (13,0-20,0 Гц). По 
кожному каналу визначають: 

1) спектральну щільність потужності (СЩП) усередненої Фур'є-реалізації в 4-х частотних 
діапазонах, наведених в мкВ; 

2) медіанну частоту, розраховану за усередненою Фур'є-реалізацією, Гц; 
3) середньоквадратичне відхилення СЩП каналу в поточному діапазоні. 
Оцінка водно-електролітного обміну: 
1) тканинна вода (нирки, печінка, шкіра), в т.ч. і за даними морфологічного дослідження [6J; 
2) електроліти Na, К в сечі, крові і тканинах [6]. 
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Розділ НІ 

На стадії доклінічних досліджень важливо встановити розподіл в організмі води і концен­
трацію електролітів у органах та біологічних рідинах, а також їх виділення з сечею. Отримані 
дані використовуються для наукового обгрунтування характеру клінічної апробації мінераль­
ної води при порушеннях водного обміну і сольових діатезах. 

Перекисне окислення ліпідів 
Перекисне окислення ліпідів (ПОЛ) є нормальним шляхом катаболізму ліпідів клітинних 

мембран, однак дія пошкоджуючих факторів може спричиняти активацію ПОЛ і, тим самим, 
викликати декструкцію клітин. Рівень перебігу ПОЛ контролюється антиоксидантною сис­
темою. Рекомендується визначення вмісту дієнових кон'югатів, малонового діальдегіду, ши-
фових основ, а також показників, що характеризують стан антиоксидантної системи. 

5.4. Обсяг досліджень щодо нешкідливості природних 
мінеральних вод 

Дослідження щодо нешкідливості мінеральних вод рекомендується виконувати у випадку 
наявності у них біологічної активності. Обсяг досліджень щодо нешкідливості включає вив­
чення впливу мінеральних вод на функціональний стан основних систем організму: централь­
ної нервової, гепатобіліарної, сечовивідної [11]. 

6. Морфологічні дослідження 

6.1. Перелік гістологічних методик 

При дослідженні специфічної активності та нешкідливості мінеральних вод обов'язковою 
умовою є вивчення морфологічних змін компонентів органів та тканин. Для цього доцільно 
використовувати як загальні методи гістологічного забарвлення, які дозволяють з'ясувати 
неспецифічні зміни тканинних структур, так і спеціальні методи забарвлення, які дозволяють 
встановити порушення чи відновлення в окремих компонентах тканин та органів. 

Гематоксилін-еозин - загальна характеристика стану тканинних і клітинних структур 
(щільність розподілу клітинних елементів; порушення у структурних одиницях органів, стан 
ядер та цитоплазми, а також зміни мікроциркулярного русла (ступінь повнокров'я, стан су­
динної стінки, проникність судин, компенсаторні перебудови) [21]. 

Ван-Гізон із фарбуванням фуксиліном - загальна характеристика судинної системи на рів­
ні великих судин, сполучних тканин, гладеньких м'язів [21]. 

Нісель (фарбування толуїдиновим синім) - загальна характеристика нервової тканини 
(стан нейронів, модифікації цитоархітектоніки, загальна характеристика гліоцитів [24]. 

Азокармін Гейденгайна - характеристика стану колагенової строми [21]. 
Імпрегнація сріблом за Більшовським - характеристика стану ретикулярної строми (фор-

моутворююча тканина) і стану відростків нейронів у нервовій системі [21]. 

6.2. Перелік гістохімічних методик 

Гістохімічні та гістоензиматичні методи досліджень дозволяють визначати вміст хімічних 
речовин у тканинах та їх локалізацію, а також активність ферментів у клітинах. Останнє доз­
воляє характеризувати стан метаболізму в різних структурах та частинах органу, а також мож­
ливі його порушення. 

Гістохімічні реакції виявлення металів у тканинах - визначення кумулятивного ефекту мік-
ро- і макроелементів у досліджуваній мінеральній воді [24]. 

Гістохімічні реакції визначення активності окислювально-відновних ферментів: 
- сукцинатдегідрогеназа (К.Ф. 1.3.99) - загальна характеристика інтенсивності перебігу 

циклу Кребса [17]; 
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- (З-оксибутиратдегідрогеназа (К.Ф. 1.1.30) - фермент, що характеризує стан окислювальних 
реакцій жирних кислот, може служити показником компенсаторних процесів в енергетиці 117J; 

- лактатдегідрогеназа (К.Ф. 1.1.1.27) - фермент, активність якого дає уявлення про стан глі­
колізу. Застосована методика дозволяє говорити про зворотню лактатдегідрогеназну реакцію, 
тобто про реакцію залучення лактату до енергообміну через стадію иірувату 117]; 

- глутаматдегідрогеназа (К.Ф. 1.4.1.2) - фермент, що характеризує перехід глутамату в 
а-кетоглутамат; показує стан використання аварійних енергосубстратів - рівень активності 
компенсаторно-пристосувальних процесів [17]; 

- глюкозо-6-фосфатдегідрогеназа (К.Ф. 1.1.1.44) - ключовий фермент пентозофосфатного 
шляху окислення глюкози; визначення його активності дозволяє судити про рівень утворен­
ня і спрямування використання НАДФН, тобто про активність білоксинтезуючих систем і 
про баланс білоксинтезуючих і енергоутворюючих процесів [17]; 

- ГАМК-трансаміназа (К.Ф. 2.3.2.13) - фермент, що характеризує процеси метаболізму 
ГАМК, визначається у форменних елементах крові і тканині мозку; дає уявлення про стан 
стрес-регулюючої системи [351; 

- РНК, ДНК, загальний білок - оцінка стану обміну нуклеїнових кислот, рівня активності 
білоксинтезуючих систем (домінування катаболізму або анаболізму в клітинах) [21]. 

63. Оцінка результатів морфологічних досліджень 

При дослідженні гістологічних препаратів початково оцінюється збереженість внутрішньо-
органної структури, стан судинного і, особливо, мікроциркулярного русла. Вивчається і ха­
рактеризується структура основних клітинних елементів органу: ядра (форма, розміри, розта­
шування хроматину); цитоплазми (хромність, щільність, вакуолі тощо); елементи, що гинуть; 
стан водно-сольового обміну (набряки). 

Для оцінки опосередкованої дії мінеральних вод, окрім обов'язкової оглядової якісної ха­
рактеристики ЦНС, слід проводити кількісні (морфометричні) дослідження. Найінформа-
тивнішими при використанні стандартної морфометричної сітки [1] можуть бути такі по­
казники: 

1) відносний вміст (%%) змінених форм нейроцитів (розрахунок ± 300 клітин) з явищами 
хроматолізу, пікнозу, вакуолізації тощо. У таблиці 6 наведено ознаки, за сукупністю яких 
можна визначити належність нейрону до одного з 4 основних структурно-функціоиальних ти­
пів. Обов'язковим'є визначення індексу альтерації - відношення числа змінених нейронів до 
загального числа розрахованих нейронів (цей показник дозволяє визначити глибину струк­
турно-функціональних модифікацій нейрону або глибину відновлення порушень); 

2) об'єм ядра нейроцитів або гліоцитів (± 50 клітин) - показник, що дозволяє судити про ак­
тивність реактивних процесів і опосередковано про глибину пошкоджень. 

V- тс/6 • а • р2, 
де V - об'єм ядра; 
а - малий діаметр ядра; 
(З - великий діаметр ядра; 
л - величина пі (3,14); 

3) нейрогліальний індекс - відношення числа гліоцитів до числа нейронів. Обчислення про­
водиться після підрахунку тих та інших на 40-80 полях зору стандартної морфометричної сіт­
ки; 

4) перинейрональний індекс - відношення числа сателітів до числа нейронів. Сателіти (пе-
ринейрональна глія) ~ гліоцити, центр ядра яких розташовується на відстані, більшій ніж 1 
мкм від ядра найближчого нейроцита; 

5) щільність розподілу гліоцитів або нейроцитів - кількість клітин на одиницю площі (ха­
рактеризує набряклість мозкової речовини, набухання її). 
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Таблиця б 

Структурні ознаки типів функціональної активності нейронів 

Типи Види нейронів Структурні ознаки 
Нормо-
хромний, 
І тип 

Нормохромні 
нейрони 

Розміри тіла у межах описаної норми; межа чітка, світле ядро 
розташоване в центрі, ядерце середніх розмірів лежить в центрі ядра, 
хроматин дифузно розподілений по ядру, хроматофільні гранули сере­
дніх і малих розмірів лежать рівномірно по цитоплазмі. 

Гіпохром-
ний, II тип 

Нейрони з 
центральним 
хроматолізом 

Розміри тіла збільшені; межа чітка, ядро велике, світле, 
розташовується концентрично або ексцентрично, ядерце звичайно 
велике; хроматин крупнопетлистий з невеликою кількістю дрібних 
брилок, хроматофільна речовина середньо- і дрібнобриласта, розта­
шовується в цитоплазмі пухко, навколо ядра смуга лізису. 

Гіпохром-
ний, II тип 

Нейрони з пе­
риферійним 
хроматолізом 

Розміри тіла збільшені; межа чітка, але не завжди; ядро велике, світле, 
розміри ядерця варіабельні; хроматофільна речовина середньо- і 
дрібнобриласта, під оболонкою зона вільна від нього. 

Гіпер­
хромний, 
III тип 

Темні нейрони Розміри звичайні; форма тіла подовжена, межі чіткі; ядро округле 
середніх або великих розмірів, гомогенна інтенсивно пофарбована 
цитоплазма. 

Гіпер­
хромний, 
III тип 

Ішемізовані 
нейрони 

Розміри зменшені, інколи звичайні, різко витягнута форма; інколи 
штопороподібний аксон, цитоплазма гомогенна темнозабарвлена; ядро 
тригранної форми, темне, витягнене; або вміст клітини темний, нероз-
пізнавальний. 

Підвищена 
функціо­
нальна ак­
тивність, 
IV тип 

Клітини з озна­
ками підвищеної 
функціональної 
активності 

Розміри тіла збільшені; межі тіла чіткі; ядро велике, світле; хроматин 
крупнобриластий, сконцентрований під оболонкою ядра; ядерце велике, 
темне, інколи їх декілька, хроматофільна речовина крупнобриласта, 
нормохромна. 

Частина цих показників - відносний вміст змінених клітинних форм; об'єм ядра; щільність 
розподілу елементів, можуть бути використані для структурно-функціональної характеристи­
ки паренхіматозних органів (печінка, надниркові залози, серце, залози). 

7. Імунологічні дослідження 

7.1. Визначення показників, що характеризують стан 
неспецифічної резистентності організму 

Рекомендується визначити вміст комплементу в сироватці крові та активність фагоцитів пе­
риферичної крові. 

Визначення рівня комплементу у сироватці крові 
Метод грунтується на тому, що всі реакції аитиген-антитіло відбуваються тільки за умов 

присутності комплементу та виявляються у вигляді гемолізу еритроцитів барана. Існує за­
лежність між ступенем гемолізу та кількістю комплементу. Метод полягає у визначенні ге-
матолітичної активності комплементу за мінімальною кількістю свіжої досліджуваної сиро­
ватки, яка необхідна для 50% лізису 1 см3 еритроцитів гемолітичної системи при 37°С за 
30 хв. 

Хід визначення 
Активну сироватку розливають у 8 пробірок дозами від 0,015 см3 до 0,085 см3. Сироватку до­

водять розчином хлориду натрію до об'єму 0,5 см. 
№ пробірки 
Інгредієнти, см3 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Сироватка 0,015 0,025 0,035 0,045 0,055 0,065 0,075 0,085 
Розчин хлориду натрію 0,485 0,475 0,465 0,455 0,445 0,435 0,425 0,415 
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Далі в кожну пробірку додають по 1 см3 стандартної гемолітичної системи. Разом з дослід­
ними пробами ставлять контроль комплементу з 0,75 см3 дистильованої води та 0,75 см3 гемо-
системи (тут буде розглядатися 50% гемоліз). Усі пробірки струшують та ставлять у термос­
тат при 37°С на ЗО хв. Після інкубації проби охолоджують у холодильнику 10 хв при темпера­
турі 2~4°С, далі - центрифугують 5 хв ари 1000 об./хв. Надосадну рідину колориметрують, 
використовуючи розчин хлориду натрію як розчин порівняння, у кюветах товщиною 0,3 см 
при довжині хвилі 440 нм (синій світлофільтр). Відсоток гемолізу розраховують за чисельним 
показником екстинкції за кривою гемолізу. Фотометрують звичайно ту дослідну пробірку, 
яка за кольором та прозорістю відповідає контрольній пробірці. Знаючи вихідну дозу сиро­
ватки в цій дослідній пробірці та використовуючи коефіцієнт відхилення Крота, можна роз­
рахувати титр комплементу в 1 см3 незбираної сироватки ( С Н50) за формулою: (К-1)/А, де 

К - коефіцієнт відхилення Крота; 
А - доза сироватки у пробірці зі ступенем гемолізу близьким до 50%. 
Гемоліз Коефіцієнт Гемоліз Коефіцієнт Гемоліз Коефіцієнт Гемоліз Коефіцієнт 

10 0,644 25 0,803 55 1,041 82 1,354 
12 0,671 30 0,844 60 1,084 84 1,393 
14 0,697 35 0,884 65 1,132 86 1,438 
16 0,718 40 0,922 70 1,185 88 1,490 
18 0,738 45 0,961 75 1,246 90 1,552 
20 0,758 50 1,000 80 1,320 

Приклад розрахунку: припустимо, встановили за кривою гемолізу, що у дослідній пробірці 
відсоток гемолізу дорівнює 45. Цьому відсотку відповідає коефіцієнт відхилення Крота - 0,961. 
Відомо, що в цій пробірці знаходилось 0,015 см3 сироватки. Поділивши коефіцієнт відхилення 
на дозу сироватки, визначають титр комплементу у 1 см3 незбираної сироватки, тобто 

' п п 1 с = 64,06 гемолітичних одиниць 

Отже, титр комплементу сироватки дорівнює 64,1 С Н50. 
Визначення фагоцитарної активності нейтрофілів 
Здатність клітин фагоцитувати, перетравлювати мікроби є захисною функцією організму, 

одним з факторів природного імунітету. 
Метод базується на підрахунку кількості пофарбованих клітин (нейтрофілів) за допомогою 

світлового мікроскопу і дозволяє знайти кількість фагоцитуючих клітин (Fa) та об'єктів фа­
гоцитозу (Fu - дріжджових клітин), які поглинуті нейтрофілами. 

Хід визначення 
У стерильну відалевську пробірку з антикоагулянтом наливають 0,3 см3 крові та 0,1 см3 

0,25% зависі дріжджових клітин. Суміш інкубують у термостаті при температурі 37°С протя­
гом ЗО хв. За цей час суміш декілька разів струшують. Після закінчення інкубації вміст про­
бірки перемішують та за допомогою пастерівської піпетки переносять краплю суміші на пред­
метне скло, попередньо знежирене сумішшю Никифорова, та роблять мазок. Мазок підсушу­
ють на повітрі при кімнатній температурі, фіксують протягом 2-3 хв у розчині еозину мети­
ленового за Май-Грюнвальдом та фарбують розчином азур-созину за Романовським 20-30 хв. 
Фарбу зливають, мазки промивають водою та підсушують. 

Облік проводять під імерсійною системою мікроскопу при ОБх7, ОКх90. У кожному мазку 
нараховують не менше 100 нейтрофілів, одночасно відмічаючи відсоток нейтрофілів, які ви­
являють фагоцитарну активність (Fa), та кількість дріжджових клітин, поглинутих одним фа­
гоцитом. Фагоцитарний індекс (Fi) розраховують шляхом ділення загальної кількості утри­
маних нейтрофілами об'єктів фагоцитозу на кількість клітин, що фагоцитують. Наприклад: із 
100 нейтрофілів - 60 такі, що фагоцитують; загальна кількість утриманих ними дріжджових 
клітин дорівнює 180. Отже, відсоток фагоцитозу (Fa) становить 60, a Fi дорівнює 180:60=3,0. 
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7.2. Визначення реакцій, які свідчать про ушкодження органів 

Рекомендується визначити вміст антитіл до тканинних антигенів та вміст циркулюючих 
імунних комплексів. 

Визначення титру циркулюючих антитіл до антигенів, виготовлених з трупної тканини, 
реакцією зв'язування комплементу на холоді 

Метод грунтується на визначенні комплексу антиген-антитіло, що утворюється за наявнос­
ті в дослідній крові антитканипних антитіл та зв'язує комплемент. Заміщений незв'язаний 
комплемент визначають гемолітичним методом. Ступінь гемолізу сенсибілізованих еритро­
цитів прямо пропорційний кількості комплементу та служить індикатором наявності або від­
сутності у сироватці аутоантитіл. 

Хід визначення 
Для проведення реакції беруть 0,1 см3 сироватки, що аналізується, додають 0,9 см фізіоло­

гічного розчину та інактивують протягом 20 хв на водяній бані при температурі 56°С. Отри­
мують розведення 1:10; з цього розведення беруть 0,1 см3, додають 0,1 см3 фізіологічного роз­
чину та отримують розведення 1:20. 

Методом иерекатування готують розведення 1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160. З кожного розведен­
ня сироватки беруть по 0,1 см3, додають 0,1 см3 антигену в робочій дозі. Паралельно готують 
контроль антигену: до 0,1 см3 комплементу додають 0,1 см3 фізіологічного розчину. В кон­
троль комплементу входить: 0,1 см3 комплементу та 0,2 см3 фізіологічного розчину. 

Пробірки залишають на 18 год у холодильнику при температурі 4°С. 
Після експозиції пробірки переносять до термостату на ЗО хв при 87°С. Далі додають в усі 

пробірки по 0,2 см3 гемолітичної системи. Розрахунки ведуть через ЗО хв після того, як відбу­
деться гемоліз в контролі. 

За титр реакції вважають максимальне розведення сироватки з затримкою гемолізу. 
Метод визначення рівня циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) 
Метод грунтується на селективній преципітації комплексів антиген-антитіло у 3,7% та 7% 

розчинах поліетиленгліколю м.в. 6000. 
Проведення аналізу 
0,2 см3 сироватки крові вливають у центрифужну пробірку і додають 4,8 см3 боратного бу­

феру. Далі відбирають 4 см3 розчиненої сироватки та додають 4 см3 7% розчину ПЕГ і залиша­
ють у холодильнику при температурі 4°С на 18 год. Після охолодження пробірку центрифугу­
ють 20 хв при 12000 об./хв у холоді. Надосадну рідину зливають, у пробірку додають 4 см3 

3,5% розчину ПЕГ та центрифугують 20 хв при 12000 об./хв. 
Осад розчиняють у 5 см3 0,1 М NaOH. Розчин колориметрують на спектрофотометрі при 

довжині хвилі 230 им (дейтерієва лампа). 
Кількість ЦІК у сироватці крові визначають за допомогою графіку, побудованого з викорис­

танням різних розведень агрегованого гама-глобуліну. Результати відображають у мг білку на 
1 см3 сироватки. 

Методики рекомендується виконувати згідно з існуючими методичними рекомендаціями 
МОЗ України «Унифицированные иммунологические методы обследования больных на ста­
ционарном и амбулаторном этапах лечения» (Київ, 1988 р.). 

Висновки 

Наведена схема (Додаток) доклінічних випробувань мінеральних вод передбачає обов'язко­
ву комплексність і системність використання наведених методик. Доклінічні випробування 
проводяться поетапно: 1) фізико-хімічні і мікробіологічні дослідження для з'ясування типу 
мінеральної води; 2) фізіологічні, біохімічні і морфологічні дослідження для визначення біо-
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логічної активності мінеральної води; 3) біохімічні та морфологічні дослідження для визна­
чення нешкідливості мінеральної води. При цьому встановлений тип води обумовлює відпо­
відний набір методик для наступного етану. 

Доклінічні дослідження мінеральних вод за оптимальними параметрами дозволяють вияви­
ти основні механізми лікувальної дії мінеральної води. Критерієм оцінки біологічної дії міне­
ральних вод є отриманий мінімальний статистично достовірний терапевтичний ефект. 

Застосування уніфікованих адекватних методик у комплексному доклінічному дослідженій 
мінеральних вод дозволить науково обгрунтувати та розробити диференційовані рекоменда­
ції для подальшого клінічного випробування цих вод з метою з'ясування їхньої терапевтичної 
ефективності та нешкідливості. 

СХЕМА 
етапів доклінічного вивчення біологічної активності та 

нешкідливості мінеральних вод України 

Додаток 

І етап 

Фізико-хімічні 
дослідження 

Мікробіологічні 
дослідження 

Визначення типу 
мінеральної води 

II етап 

Проведення експери­
ментальних досліджень 

Експрес-тестування 
(виїзд) 

Стаціонарні 
лабораторні 
дослідження 

Визначення терміну 
зберігання 

властивостей води 

Безпека 
внутрішнього 

прийому 

Фізіологічні 
дослідження та 
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Розділ НІ 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНЕ ВИВЧЕННЯ БЮСТИМУЛЯТОРІВ 
З ПРИРОДНОЇ СИРОВИНИ 

Соловйова В.П., 
Сотнікова О.П., 

Лотош Т.Д. 

Вступ 
Гостра необхідність створення ефективних лікарських засобів з природної сировини для 

профілактики та лікування різноманітних захворювань пов'язана, перш за все, з негативним 
впливом несприятливих екологічних та стресорних факторів на стан здоров'я та працездат­
ність людини. 

Доклінічну фармакологічну оцінку особливо важко проводити для лікарських засобів з на­
туральної сировини (рослинного, тваринного, геоорганічного походження), призначених для 
стимуляції неспецифічної резистентності та адаптаційних можливостей організму. Це 
пов'язано, в першу чергу, з наявністю у препаратах названої групи складних комплексів біо­
логічно активних сполук з широким спектром фармакологічної дії та біорегулюючим впливом 
на різні захисні системи організму при практично повній нешкідливості. Зазначені фактори 
визначають широкий діапазон застосування таких препаратів як в монотерапії, так і в комбі­
нації зі специфічними лікарськими засобами [5, 6,12, 19, 21]. 

У лабораторії фармакології та тканинної терапії Інституту очних хвороб і тканинної терапії 
ім. В.П.Філатова АМН України вдосконалені і практично реалізовані тести об'єктивної експе­
риментальної оцінки лікувально-профілактичної ефективності біопрепаратів. 

Різноманітність існуючих методів тестування дозволяє виявити індивідуальну специфіч­
ність і спрямованість дії біопрепарату в межах адаптаційних можливостей. В основі тестів з 
визначення рівня біологічної активності і лікувальної ефективності препаратів біогенного по­
ходження лежать властивості останніх активувати ріст і розмноження клітин, прискорювати 
процеси регенерації, поліпшувати перебіг і зменшувати наслідки кисневого голодування, 
впливати на обмін речовин, спричиняти антистресорну і антитоксичну дії, підвищувати за­
гальний опір організму. Активність тканинних препаратів перевіряється також за їх здатніс­
тю підсилювати фагоцитарні властивості лейкоцитів [9, 13, 16, 18, 22]. 

Для визначення біостимулюючих властивостей використовуються такі тести: 
Дріжджовий тест. Базується на здатності препаратів прискорювати ріст і розмноження 

дріжджових клітин. За величиною екстинкції, визначеною за допомогою фотоколориметра, 
встановлюють процент активності препарату [2, 10,14, 17, 22]. 

Тестування регенеруючих властивостей. Активність біопрепаратів визначають за швидкіс­
тю загоєння відтворених дефектів (стандартної величини) рогівки ока жаби чи шкіри вуха 
кроля [22]. 

Тест парабіозу. Дію препарату оцінюють за швидкістю виходу ізольованого м'яза жаби зі 
стану парабіозу [2, 6, 10, 14,15, 17, 22]. 

Антитоксичні тести. Грунтуються на спостереженнях, які довели, ідо після введення біопре­
паратів в організм тварин знижується токсичність специфічних агентів типу строфантину, 
стрихніну, дикумарину, ціаністого натрію [2, 8, 11,14, 20, 22]. 

Рекомендується вивчати: 
- вплив попереднього введення біопрепаратів на тривалість роботи серця жаби після ін'єк­

ції строфантину; 
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- вплив попереднього введення біопрепаратів на виживання та тривалість життя білих ми­
шей при отруєнні їх стрихніном (або іншим токсикантом). 

Фагоцитарний тест. Грунтується на здатності біопрепаратів достовірно підвищувати фаго­
цитарну активність лейкоцитів [1, 6, 8,19, 23]. 

Кисневе голодування. Викликають у білих мишей введенням нітриту натрію (гіпоксія змі­
шаного типу) і нітропрусиду натрію (гістотоксична гіпоксія) на фоні попереднього введення 
досліджуваного біопрепарату. Про вплив лікарського засобу на опірність організму до даного 
виду кисневого голодування роблять висновок з тривалості життя і виживання тварин [2, 6, 7, 
8,14,16,22]. 

Визначення протисудомної дії біопрепаратів при введенні коразолу. Методика грунтується 
на здатності препаратів біогенного походження виливати на розвиток генералізованих судом 
при введенні деяких конвульсантів: коразолу, стрихніну, пікротоксину, бікукуліну, тіосемі-
карбазиду. 

Визначення протекторної дії біопрепаратів при відтворенні епілептиформного осередку. 
Методика грунтується на здатності біопрепаратів зменшувати осередок збудження в корі го­
ловного мозку тварин, викликаний пеніциліном (гострий дослід), або лізованою гомокров'ю 
(хронічний дослід) [3, 4, 24]. 

Моделювання захворювань у тварин. До таких належать: анемія (введення фенілгідразину, 
силенектомія - видалення селезінки), міокардіодистрофія, хронічний гепатит, виразка шлун­
ку (введення серотоніну, дозована іммобілізація), атеросклероз, оваріоектомія, редукція зоб­
ної залози, імунодефіцит (введення циклофосфану), хронічна епілептизація мозку (фармако­
логічний кіндлінг), вплив іонізуючої радіації. 

Запропоновані моделі хвороб чітко виявляють різницю дії біогенних препаратів між профі­
лактичним (до відтворення хвороби) і лікувальним їх введенням. 

Оцінку ефективності досліджуваних препаратів необхідно проводити не менше ніж по трьох 
тестах і на одній моделі хвороби. 

Методики визначення активності біостимуляторів 

і. Визначення активності біопрепаратів на дріжджовому тесті 
Тест грунтується на здатності біогенних препаратів прискорювати ріст і розмноження дріж­

джових клітин. Ефект оцінюється колориметричним методом (при довжині хвилі 582±10 нм). 
Досліди проводяться на чистій культурі дріжджів (Saccharomyces cerevisiae, штам 47) за сте­

рильних умов. Попередньо готують дріжджову суспензію (водний розчин 3-добової дріжджо­
вої культури з оптичною густиною 0,05-0,06 од.), яку розливають в стерильні пробірки. По­
тім в дослідні пробірки додають 1 мл досліджуваного препарату і 5 мл розчину Рідера, а в кон­
трольні - відповідну кількість фізрозчину. 

Пробірки поміщають в термостат при 28°С. Через 17-20 годин вимірюють екстинкцію кон­
трольних і дослідних проб і за різницею показників судять про активність препарату. 

Розрахунок ведеться у відсотковому вираженні (контроль приймають за 100%). 

2. Тестування регенеруючих властивостей біопрепаратів 
Тест грунтується на здатності препаратів біогенного походження прискорювати регенера­

цію штучного дефекту рогівки ока жаби. 
В експерименті використовують 5-7 жаб. Жабу знерухомлюють. Ізолювання очей здійснюють 

гострокінцевими вигнутими очними ножицями. Одне око жаби йде як контроль, друге - як дос­
лід. По центру рогівки обох ізольованих очей жаби трепаном (d=l,5 MM) наносять контури де­
фекту. Гострим скальпелем, під контролем бінокулярної лупи видаляють епітелій в межах кон­
туру для одержання однакових стандартних дефектів. Дослідне око занурюють у розчин дослід­
жуваного препарату, а друге (контрольне) - у розчин Рінгера на 8-16 год при температурі 
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18-20°С. ПІСЛЯ цього очі жаби занурюють у 0,005% розчин нейтрального червоного на 45-60 хв 
для забарвлення дефекту. Рогівки відрізають, розправляють на предметному склі і помішують 
під мікроскоп при однаковому збільшенні. За допомогою рисувального апарату контури дефек­
тів переносять на папір для наступного вимірювання довжини кола за допомогою планіметра. 

Про ступінь прискорення епітелізації роблять висновки з величини достовірної різниці пла­
німетричних змін між контролем і дослідом. 

3. Визначення рівня біологічної активності біопрепаратів на тесті парабіозу 
Принцип методу: визначення біологічної активності базується на здатності біопрепарату 

відновлювати збудливість ізольованого м'язу жаби, що знаходиться в стані парабіозу. 
Відбір жаб і їх утримання проводиться згідно з Державною фармакопеєю (XI, вип. 2, с 165) 
Для проведення тесту відбирають 5-7 жаб, близьких за масою, знерухомлюють, закріплю­

ють на дошці, видаляють кравецькі м'язи обох кінцівок, після чого тварин піддають евтаназії. 
Парні кравецькі м'язи занурюють в 1% розчин хлористого калію кімнатної температури до 
настання парабіозу (м'яз не відповідає скороченням на подразнення електростимулятора 
ЕСЛ-2 чи ЕСУ-2). Характер збудження перевіряють при напрузі 2,4 В поодинокими імпуль­
сами (тривалістю 100 мс при міжелектродній відстані 2-3 мм). У цьому стані один з м'язів за­
нурюють в досліджуваний розчин препарату (дослід), другий в розчин Рінгера (контроль). 
Визначають час (у хв) відновлення скорочувальної функції ізольованих м'язів жаби, контро­
люючи її кожні 2 хвилини. 

Обчислюють середнє значення часу відновлення скорочувальної функції м'язів у контролі 
та досліді (позначення згідно з ДФ XI, вин. 1, с 199). Досліджувана величина (А), що харак­
теризує біологічну активність препарату визначається за такою формулою: 

( х - у ) 1 0 0 % 
Л ~ X 

де А - рівень біологічної активності (в %); 
х - середній час відновлення скорочувальної функції м'язів у контролі; 
у - середній час відновлення скорочувальної функції м'язів у досліді. Показник рівня біоло­

гічної активності (А) повинен бути не менше ніж 20%. 

4. Визначення антитоксичної дії біопрепаратів при введенні строфантину («строфантине-
вий тест») 

Тест грунтується на здатності біологічних препаратів знижувати токсичність речовин. Реєс­
трують тривалість роботи серця жаби in situ після ін'єкції строфантину в субтоксичній дозі на 
фоні попереднього введення досліджуваного препарату. 

Після закінчення курсового введення досліджуваних речовин протягом 10 днів дослідних і 
контрольних (без введення препарату і не менше ніж 7 особин у кожній групі) жаб знерухом­
люють і розрізають грудну клітку для спостереження за роботою серця. Всім тваринам під­
шкірно вводять 0,05 % розчин строфантину К з розрахунку 0,2 мл на 10 і' маси і реєструють 
тривалість роботи серця у хвилинах. 

Про біологічну активність досліджуваних препаратів судять за статистично достовірною 
різницею отриманих результатів у дослідних і контрольних жаб. 

5. Визначення антитоксичної дії біопрепаратів при введенні стрихніну («стрихніновий 
тест») 

Тест грунтується на здатності біогенних препаратів підвищувати резистентність організму 
до токсичного впливу стрихніну. 

Дослід проводять на нелінійних мишах - самцях масою 18-22 г (не менше ніж ЗО тварин в 
кожній групі). 
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Після попереднього курсового введення досліджуваного препарату протягом 10 днів всім 

дослідним і контрольним (без введення препарату) тваринам підшкірно вводять в смер­
тельній дозі (ЛД99) 0,01% розчин стрихніну нітрату з розрахунку - 0,2 мл на 10 г маси тва­
рини. 

Реєструють тривалість життя (хв) і виживання (%) мишей контрольної та дослідної групи. 
Про активність препарату судять за статистично достовірною різницею цих показників у кон­
трольних і дослідних тварин. 

6. Оцінка біопрепаратів за фагоцитарним тестом 
Визначення грунтується на здатності препаратів підвищувати фагоцитарну активність ней-

трофільних лейкоцитів. 
Дослід проводять на мурчаках, яким досліджуваний препарат вводять протягом 7 днів. По­

тім з вени вуха мурчака беруть 20 мкл крові змішують з 10 мкл 4% розчину лимоннокислого 
натрію і додають 10 мкл 2-міліардної інактивованої культури золотистого стафілококу 
(штам 209)*. 

Після 20-хвилинної інкубації при 37°С роблять мазки крові, фіксують і фарбують за Гімза-
Романовським. 

Підраховують кількість фагоцитованих мікробів в 50 чи 100 лейкоцитах. Результати тесту­
вання визначають за показником фагоцитарного числа шляхом ділення загального числа фа­
гоцитованих бактерій на число підрахованих нейтрофільних лейкоцитів. За контрольні прав­
лять показники інтактних мурчаків і вихідний фон у кожної тварини в досліді. 

Результати піддають статистичній обробці. 

7. Визначення антигіпоксичної дії біопрепаратів 
Введення нітриту натрію 
Тест грунтується на здатності препаратів підвищувати резистентість організму до впливу 

токсичних доз азотистокислого натрію, який викликає кисневе голодування змішаного типу 
(утворення метгемоглобіну, зниження артеріального тиску). 

Дослід проводять па нелінійних білих мишах, яким попередньо протягом 10 днів вводять 
досліджуваний препарат. 

Результати біотестування оцінюють за статистично вірогідною різницею у тривалості жит­
тя дослідних і контрольних мишей (без введення препарату) після одноразової підшкірної 
ін'єкції 1,5% розчину нітриту натрію (0,2 мл/10 г маси). 

Введення нітропрусиду натрію 
Методика грунтується на здатності препаратів знижувати ступінь порушення клітинного 

метаболізму та гіпоксії тканин, викликаних нітропрусидом натрію. Дослід ставлять на нелі­
нійних білих мишах (не менше 10 у кожній групі), яким попередньо за 1-3 години вводять 
досліджуваний препарат. 

Гістотоксичну гіпоксію викликають внутрішньоочеревинним введенням нітропрусиду нат­
рію в дозі 20 мг/кг маси. 

Активність препарату визначають за статистично достовірною різницею у тривалості життя 
дослідних і контрольних мишей. 

8. Визначення протисудомної дії біопрепаратів при введенні коразолу 
Тест грунтується на здатності препаратів знижувати конвульсивний вплив коразолу (пен-

тилентетразолу) при його одноразовому або тривалому введенні. В експерименті використо­
вують білих нелінійних мишей масою 25-30 г і білих щурів масою 250-300 г (не менше 10-
15 тварин в кожній групі). 

Для вивчення реакції фагоцитозу можна використовувати і інші загальноприйняті методи. 
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Гострий напад клоніко-тонічних судом відтворюють одноразовою внутрішньоочеревинною 
ін'єкцією коразолу в пороговій дозі (50-60 мг/кг залежно від чутливості експериментальних 
тварин) після попереднього двотижневого введення досліджуваного препарату. 

Судомну готовність головного мозку (коразоловий кіндлінг) відтворюють шляхом 10-ден-
ного введення досліджуваного препарату з наступним одночасним щоденним внутрішньооче-
ревинним введенням хемоконвульсанту в піднороговій дозі (20-25 мг/кг для мишей і 30-
35 мг/кг для щурів) протягом 20 днів. 

Реєструють характер судом, тяжкість судомного нападу і порушення поведінки за допомо­
гою тесту «відкрите поле». Судомні прояви оцінюють за шестибальною шкалою [4, 24]. 

Про активність препарату роблять висновки за статистично достовірними відмінностями 
між показниками контрольних (введення ізотонічного розчину NaCl) і дослідних (введення 
досліджуваного препарату) тваринами. 

9. Визначення протекторної дії біопрепаратів при відтворенні епілептичного осередку 
Тест грунтується на здатності біопрепаратів зменшувати осередок збудження у корі голов­

ного мозку тварин, викликаний натрієвою сіллю бензилпеніциліну (Benzylpenicilinum - natri­
um). Дослід проводять на нелінійних щурах-самцях масою 250-300 г (по 7-Ю тварин в кож­
ній групі). 

Досліджуваний препарат попередньо вводять протягом 10-15 днів. Епілептичний осередок 
створюють шляхом введення мікроін'єктором в сенсомоторну частину кори мозку щурів 
5 мкл розчину пеніциліну в концентраціях від 0,3% до 1% на глибину 180-200 мкм (за допо­
могою стереотаксу). 

Оцінку здатності досліджуваного препарату знижувати вираженість осередку збудження в 
корі головного мозку і призупиняти його поширення проводять за статистично достовірною 
різницею коефіцієнта потужності осередку фокальних пікхвильових потенціалів у контроль­
них і дослідних тварин. 
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МОДЕЛЮВАННЯ ЕНДОТОКСИЧНОГО ТА 
СЕПТИЧНОГО ШОКУ У ГРИЗУНІВ 

Хромов О.С., 
Соловйов А.І., 
Стефанов О.В. 

Перелік скорочень 

Ет - ендотоксин 
ЗПО - загальний периферичний опір 
1С - індекс скоротливості 
LD50 - середня смертельна доза 
ЛПС - ліпоиолісахарид 
CAT - середній артеріальний тиск 
Сеп - сепсис 
СШ - септичний шок 
t - температура 
ФНП - фактор некрозу пухлини 
ХОК - хвилинний об'см крови 

Вступ 
Незважаючи на поліпшення методів діагностики і появу нових терапевтичних засобів, сеп­

сис у більшості хірургічних відділень інтенсивної терапії залишається однією із серйозних 
причин смертності [1]. Наприклад, більшість хворих після тяжкої травми чи трансплантації 
наражаються на значний ризик розвитку сепсису внаслідок проведення імунодепресантної те­
рапії і частого використання внутрішньовенних катетерів для різних парентеральних введень. 

Протягом останнього десятиріччя сепсис і пов'язані з ним розлади були вивчені у низці дос­
ліджень, завдяки чому стало можливим розкриття багатьох механізмів розвитку септичного 
процесу. Однак проведення великомасштабних клінічних досліджень ускладнено внаслідок 
значних міжіндивідуальних розбіжностей у способах лікування, віці хворих і можливих су­
путніх захворюваннях [2]. Крім того, перед проведенням клінічних досліджень для оцінки 
ефективності нових лікарських засобів необхідно виконати багато попередніх експериментів. 
Тому прогрес у розробці і вивченні нових препаратів в значній мірі залежить від досліджень, 
проведених на тваринах з клінічно адекватною моделлю певної патології. Розроблено числен­
ні моделі ендотоксемії та бактеріемії, що відтворюються на великих тваринах, наприклад, вів­
цях, собаках, свинях і приматах [3-6]. У цій роботі на підставі аналізу літературних і власних 
даних описуються деякі найбільш розповсюджені моделі ендотоксичного та септичного шоку 
у гризунів. Використання гризунів в експерименті має багато переваг, оскільки ці тварини від­
носно недорогі, доступні, можуть бути генетично ідентичними, мати однакову стать і порів­
няльний вік, знаходитися на тому ж самому харчовому раціоні і не бути носіями специфічних 
патогенів. Таким чином, шляхом використання відповідної кількості тварин для статистичної 
оцінки результатів можна звести до мінімуму вплив біологічних змінних факторів. 

Для терміна «сепсис» (Сеп), як і раніше, залишається актуальною значна невідповідність йо­
го визначення в експериментальних дослідженнях з використанням моделей на тваринах і в 

503 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

клінічних дослідженнях, оскільки в різних роботах під цим терміном розуміють різні патоло­
гічні стани. В 1980 p. Wichierman із співавт. дали визначення Сеп, як гострої інфекції, при якій 
у тварини внаслідок вторгнення інфекції розвиваються реакції ендогенної токсичності (підви­
щення температури, слабкість, анорексія, летаргія і т.д.), а септичний шок (СШ) виникає лише 
тоді, коли прояви сепсису призводять до циркуляторного колапсу [7]. У деяких роботах відзна­
чалося, що у померлих хворих із симптомами Сеп і органної недостатності не вдавалося висія­
ти культуру з крові і виявити ознаки інфекції при розтині [8]. Це може пояснюватись швидким 
виведенням живих бактерій із крові, що було продемонстровано G.Schlag et al. [9] на приматах 
з моделлю Сен, викликаного живою кишковою паличкою. Пізніше R.C.Bone [10] запропонував 
називати сепсисом «клінічну ознаку інфекції плюс системну реакцію на неї (тахіпное, тахікар­
дія й гіпер- чи гіпотермія)». Після виявлення зв'язку грибкових і вірусних інфекцій із клініч­
ними ознаками та симптомами Сеп [11] M.P.Fink і S.O.Heard у 1990 р. запропонували розгля­
дати сепсис, як сукупність клінічних і лабораторних ознак, що вказують на розвиток генералі-
зованої запальної реакції (підвищена температура, тахікардія, тахіпное, низький системний су­
динний опір, лейкоцитоз, тромбоцитопенія, зміна розумового статусу), яку не можна пояснити 
іншими станами, і яка супроводжується гострою системною дисфункцією органів і часто 
пов'язана з наявністю тяжкої бактеріальної, грибкової чи вірусної інфекції [12]. 

R.L.Danner et al. [13] підтвердили важливу роль ендотоксину (Ет) у клінічному прояві СШ. 
Вони виявили Ет у плазмі крові 44% хворих, які перебували у критичному стані. Подібно до 
цього, A.O.Aasen et al. відмітили, що органна легенева недостатність частіше зустрічається у хво­
рих з наявністю ендотоксину в плазмі крові [14]. Смертність хворих з підтвердженим Сеп і по­
зитивним ендотоксиновим тестом значно вища. Разом з тим, досить часто ендотоксиновий тест 
у таких хворих буває негативним [15]. Це можна пояснити занадто швидким виведенням Ет з 
крові. На собаках було показано, що протягом 5 хвилин після внутрішньовенного введення ви­
водиться 98,9% - 99,9% від введеної дози Ет 
[16]. В експериментах на свинях при трива­
лій інфузії ендотоксину було виявлено, що 
через 3 години максимальна концентрація лі-
пополісахариду (ЛПС) становить всього ли­
ше 0,05% від очікуваної величини [17]. Під 
ендотоксемією у даному випадку розуміють 
стан, викликаний введенням тварині низької 
чи високої дози Ет, а ендотоксичний шок 
розвивається, коли ендотоксемія призводить 
до циркуляторного колапсу. 

Крім того, СШ може бути пов'язаний з 
токсичним станом, викликаним стимуляці­
єю моноцитів чи бактерійних токсинів, що 
вивільнюються у кров із загиблих бактерій, 
або небактерійними запальними реакціями. 
Наступне вивільнення цитокінів з моноци­
тів спричинює активацію різних каскадів 
реакцій, що викликає порушення функцій 
одного чи багатьох органів, а потім і заги­
бель організму (Рис. 1). 

Вибір виду тварин 
Вибір виду тварин для моделювання пато­

логії залежить від багатьох факторів. Крім 
стандартних вимог, таких як захист прав тва­
рин, доступність тварин, кваліфікація спів-

504 Доі.-.ііііі'іиі дослідження .ІІІ,4И|КІ,КИУзасобів (методичні рекомендації) 

Сегиж 
,, БАКТЕРІАЛЬНИЙ '< НЕБАКТВРІАЛЬНИИ 

<" цитокши "*> 

.о° ~°сх 

J: дисеміноване j; 
jj внутрішньосудинне 'f 
'f згортання крові £ 
f СДВЗ- синдром) ї 

**$*8*~ 

Рис. І. Септичний та ендотоксичний шок спричи­
нюють каскад порушень функцій систем 
організму, що призводить до розвитку поліорган-
ної недостатності (ПОН) 
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робітників лабораторії, найважливішим аспектом £ мета дослідження. Відносно просте утри­
мання невеликих тварин, наприклад, мишей, щурів і мурчаків, обумовлює їхній вибір як най­
більш бажаних для багатьох видів досліджень, особливо коли необхідна велика кількість тва­
рин. Миші [18], щури [19] і мурчаки [20] широко використовуються для порівняльних дослід­
жень, основним індикативним параметром яких є смертність. Застосування спеціального об­
ладнання дозволяє оцінити гемодинамічні параметри, наприклад, серцевий викид, артеріаль­
ний тиск і/чи тиск у легеневій артерії щурів [21] або мурчаків [22]. Крім того, щурів і мурчаків 
можна використовувати для експериментів ex vivo з ізольованими органами, наприклад, з 
ізольованими перфузованими легенями, печінкою чи препаратом Лангендорфа, який викорис­
товують для оцінки функції серця. Крім того, виведені спеціальні лінії мишей і щурів з особли­
вими властивостями, наприклад, резистентні до ендотоксину миші (лінія СНЗ/HeN) [23]. Не­
доліком дрібних лабораторних тварин, крім високої їхньої резистентності до мікробних 
агентів, є невеликий об'єм крові, що не дозволяє брати значну кількість крові для аналізів. За 
даними літератури, серед гризунів найчастіше використовуються кролі завдяки їх більш висо­
кій, ніж у мишей чи щурів, чутливості до ендотоксину. Крім того, вони мають більший об'єм 
крові, що полегшує проведення інструментальних досліджень і дозволяє брати декілька проб 
крові у тієї ж самої тварини в ході експерименту. 

Вибір моделей 
Вибір моделі залежить від мети експерименту. Так, якщо дослідник хоче вивчити клітинні 

та субклітинні зміни під час шоку, може бути виправданим застосування моделі ендотоксич­
ного, бактеріального чи септичного шоку. І навпаки, якщо необхідно перевірити зміни при п-
пердинамічних циркуляторних станах, можна використовувати моделі, що відтворюють тіль­
ки цей стан. Однак, якщо поставлена мета простежити зміни кровообігу від гіпердинамічного 
до гіиодинамічного в тієї самої тварини, то вибір моделі дещо обмежений. 

Порівняння моделі септичного та ендотоксичного шоку 
Незважаючи на схожість сепсису та ендотоксемії, співставлення даних, отриманих в експери­

ментах із введенням ендотоксину й моделлю сепсису, ускладнено через розходження цілого ря­
ду параметрів (табл. 1) [24]. Тому клінічна релевантність септичного та, особливо, ендотоксич­
ного шоку у тварин залежить від можливості адекватного відтворення клінічної картини, що є 
метою відповідного експерименту. Деякими перевагами моделі ендотоксичного шоку, у порів­
нянні з моделлю сепсису, є відносна прос­
тота у роботі з ендотоксином, зокрема, 
можливість збереження й приготування 
стабільного розчину перед введенням, 
просте кількісне порівняння з контроль­
ною групою та зручна стандартизація єн-
дотоксинового навантаження. При моде­
люванні сепсису використовуються живі 
мікроорганізми, що ускладнює відтворен­
ня септичного навантаження. 

Ендотоксинові моделі 
У літературі описані два різних типи 

моделей ендотоксичного шоку у гризунів: 
моделі із сенсибілізацією (переважно на 
мишах), при яких вводиться декілька 
мікрограм, і моделі без сенсибілізації з 
введенням декількох міліграм ЛПС на кг 
маси тіла (рис. 2). Через дві години після 
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щурів (ЛПС - ліпополісахарид; ФНП - фактор 
некрозу пухлини) 
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Розбіжності між септичним та ендотоксичним шоком 
Таблиця 1 

Показники Септичний шок Ендотоксичний шок Показники 
Зміни Джерело Зміни Джерело 

Серцевий викид підвищений 1 дещо знижений 21,26 
Опір судин знижений 62 підвищений або знижений 28 
Глюконеогенез дещо підвищений 63 знижений 61 
Рівень глюкози у крові значно підвищений 63 значно знижений 61 
Рівень ЛПС у крові підвищений чи 

знижений 
15 значно підвищений 35 

введення максимальна концентрація Ет в плазмі крові несенсибілізованих тварин у 1000 ра­
зів вища, ніж в плазмі крові сенсибілізованих тварин. Смертність тварин протягом 48 год піс­
ля введення цих доз ендотоксину приблизно однакова. Вибір умов експерименту, (дози, спо­
собу введення та його тривалості) залежить від поставленої мети. Тривалий період спостере­
ження є необхідним у тих випадках, коли найбільший інтерес представляє такий параметр, як 
виживання, оскільки при проведенні фармакологічних досліджень недостатній період спосте­
реження не дозволяє точно оцінити смертність [25]. 

Моделі гострої ендотоксемії 
Моделі без сенсибілізації (табл. 2, рис. 3,4) 
Виразність і перебіг викликаного ЛПС шоку залежать від таких змінних величин, як доза, 

шлях введення і тривалість ендотоксинового навантаження. 
Залежність відповідної реакції від 

дози. Введення високої дози ендоток­
сину кролям (5 мг/кг) супроводжу­
ється зниженням серцевого викиду 
та підвищенням системного судинно­
го опору [26]. На відміну від цього, 
низькі дози ЛПС (1-3 мкг/кг) при­
водять до появи гіпердинамічного 
стану, який відповідає компенсова­
ному сепсису у людини [27]. Подібні 
результати були отримані також і у 
щурів [21, 28]. 

Модель викликаного ендотоксином 
шоку та летальність залежать від до­
зи ЛПС і легко стандартизуються. 
^Залежність відповідної реакції від 
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Рис. 3. Вплив дози, швидкості та способу введення ендо­
токсину на виживання тварин протягом 48 годин 

Таблиця 2 
Зміни деяких показників метаболізму у щурів при тривалому внутрішньовенному та 

внутрішньочеревинному введенні низьких доз (2,66 мг/кг/доба) ендотоксину 
Час Шлях 

введення 
Зміни маси 

тіла, г 
Білок, 

г/ЮОмл 
Глюкоза, 
мг/ЮОмл 

Білірубін, 
мг/ЮОмл 

Креатинін, 
мкмоль/л 

контроль - _ 5,6±0,3 191,0±19,0 0,02±0,01 30,0014,00 
1-а доба в/в -26,5±1,0 5,54±0,33 147,5±15,8 0,14+0,02 67,25±9,18 1-а доба 

в/ч -21,5+2,4 5,97±0,23 140,0±6,0 0,15±0,04 62,00±5,15 
4-а доба в/в 1,0±6,3 5,16±0,33 154,0±30,2 0,14±0,13 51,50+6,18 4-а доба 

в/ч 0,0±1,0 5,22±0,13 134,3±18,1 0,15+0,08 45,0014,95 
6-а доба в/в 8,0±2,8 5,40±0,21 175,9±28,3 ОДб+0,08 44,5016,65 6-а доба 

в/ч 13,7±4,4 5,13±0,09 197,3±47,4 0,10±0,02 49,0014,76 
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викликаного у щурів болюсним 
в/в введенням ЛПС у дозі 10 
мг/кг маси тіла, у порівнянні з 
тривалою (протягом 4 годин) 
інфузією тієї ж дози супровод­
жується подібним збільшенням 
частоти серцевих скорочень, 
зміною рівня глюкози та лакта­
ту і схожою смертністю. Однак, 
після болюсного введення від­
бувається швидке падіння арте­
ріального тиску, який досягає 
свого найменшого значення че­
рез декілька хвилин, а при три­
валій інфузії тиск знижується 
поступово і стас мінімальним 

через 3-4 години. Таке розходження може бути пов'язане з розвитком легеневої вазокон-
стрикції [29, ЗО]. 

Оскільки ендотоксини у більшості септичних хворих, очевидно, постійно виділяються у 
кровотік, експериментальних тварин необхідно піддавати тривалому ендотоксиновому наван­
таженню, використовуючи імплантований осмотичний насос. 

Залежність відповідної реакції від шляху введення. При порівнянні внутрішньовенного (в/в) і 
внутрішньочеревинного (в/ч) шляхів введення ЛПС виявляються розбіжності у концентрації 
Ет в плазмі. При в/в ін'єкції щурам тієї ж дози ендотоксину спостерігається початковий висо­
кий рівень його в плазмі, який поступово протягом 2 год знижується до рівня, який зареєстро­
ваний при його в/ч введенні. У подальшому динаміка вмісту Ет в плазмі суттєво не відрізняєть­
ся від такої при в/ч введенні [31]. 

Таким чином, тривале внутрішньочеревинне введення, скоріше за все, більш наближено до 
динаміки вивільнення ендотоксину, яка відбувається у хворих із септичним шоком. 

Моделі із сенсибілізацією 
Встановлено, що летальний результат, викликаний Ет грамнегативних бактерій, завжди ви­

никає в стані гшерсенсибілізації, який розвивається у носія інфекції. При застосуванні різних 
експериментальних моделей летальний ефект Ет у тварин можна підсилювати шляхом сенси­
білізації останніх D-галактозаміном, мурамілдипептидом, введенням живих грамнегативних 
бактерій, попередньою сенсибілізацією за допомогою низьких (нелегальних) доз Ет. 

Модель із сенсибілізацією D-галактозамгном. Введення тваринам D-галактозаміну спричинює 
розвиток сенсибілізації до летальної дії Ет. Експерименти з ендотоксином і галактозам і ном 
проводилися, в основному, на мишах [32]. Вважається, що D-галактозамін, викликаючи зміни 
в гепатоцитах, призводить до розвитку в печінці сенсибілізації до ЛПС, робить організм хазяї­
на більш чутливим до летальної дії токсичних продуктів макрофагів, особливо до фактора нек­
розу пухлини (ФНП) [33]. Галактозамін також викликає сенсибілізацію до безпосереднього 
введення ФНП. G.Feuerstein et al. (1990) вказують на наявність кореляції між утворенням 
ФНП і концентрацією ЛПС у межах до 100 мкг/кг маси тіла, при якій досягається постійний 
рівень ЛПС у плазмі крові [34]. Ін'єкція одного ЛПС у дозі 100 мкг/кг маси тіла не викликала 
загибелі несенсибілізованих щурів, однак призводила до 82% летальності сенсибілізованих щу­
рів, яка спостерігалась протягом 48 год, порівняно з 90% летальністю несенсибілізованих щу­
рів, яким вводили по 15 мг/кг. Це, очевидно, пов'язано з підвищенням сенсибілізації печінки 
до токсичності ФНП, оскільки попереднє введення тваринам моноклональних антитіл проти 
ФНП призводило до 100% виживання сенсибілізованих D-галактозаміиом щурів [35]. 
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Рис. 4. Вплив шляху введення ендотоксину (5 мг/кг) на кінети­
ку його виведення з плазми крові 
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Модель із сенсибілізацією мурамілдипептидом. При введенні 100 мкг мурамілдииептиду ми­

шам спостерігалось підвищення чутливості до наступного введення ендотоксину [36J. Введен­
ня високої дози Ет (50-100 мкг), яка викликає загибель тварин у період від кількох хвилин до 
1 год, спричиняло розвиток ранньої фази гіперреактивності, а при низькій дозі (1-5 мкг) від­
значалася пізня фаза токсичності (через 15-72 години). Рання та пізня фази токсичності у 
тварин, яким після Ет вводили мурамілдипептид, розглядалися як виразні прояви токсичнос­
ті, спричинені різними механізмами. Рання фаза токсичності (подібна до анафілактичних 
проявів) виникає при введенні лише деяких S-форм препаратів ЛПС і виявляється навіть у 
резистентної до Ет лінії мишей СНЗН/HeJ. У той же час пізня фаза є проявом підвищеної чут­
ливості до летального ефекту ліпіду-А і не залежить від типу використовуваного ЛПС і від­
сутня у резистентної до Ет лінії мишей [37]. 

Сенсибілізація свинцем. Свинець підвищує сенсибілізацію тварин до Ет. Відзначалося, що вве­
дення нелетальної дози свинцю й Ет щурам [38] чи мишам [39] призводило до розвитку гіпер­
реактивності і загибелі тварин. Показано також, що свинець підвищує чутливість до ФНП -
важливого медіатора токсичності Ет [39J. Це вказує на те, що свинець і D-галактозамін є гепа-
тотоксичними агентами, здатними чинити подібну дію. 

Сенсибілізація пухлиною, що росте. У мишей з деякими видами пухлин відзначалася під­
вищена чутливість до Ет 140). Показано, що сенсибілізацію здатні викликати, як мінімум, 
дві пухлини - неметастазуюча карцинома легень Льюїса з внутрішньом'язовим проростан­
ням у мишей лінії С57/В1/6 і саркома ЕМТ6, що проростає підшкірно у мишей лінії 
BALB/C. Підвищення реактивності до Ет відзначалося вже на 3-ю добу після інокуляції 
пухлини з наступним підсиленням реактивності з максимумом на 15-у добу. Сенсибілізація 
до Ет, викликана пухлиною, очевидно, у першу чергу, пов'язана з особливими властивостя­
ми пухлини і не залежить від хазяїна. 

Сенсибілізація інфекцією, викликаною грамнегативними бактеріями. Індукція гіперреактив­
ності до Ет була продемонстрована в експериментальних тварин для різних видів патогенних 
мікроорганізмів і тому може бути загальною властивістю, щонайменше, для патогенних 
грамнегативних бактерій. Підвищення чутливості до летальної дії ендотоксину було виявле­
но у мишей, яким вводили живі чи убиті бактерії Coxiella burnetii [41 J. Виявлено тривалу 
сенсибілізацію (кілька місяців), яка супроводжувалася вираженою гепатоспленомегалією. 
C.Galanos et al. (1988) описали модель із сенсибілізацією за допомогою Salmonella typhimuri-
um (2-Ю4 клітин) у мишей лінії СНЗ/Tif, при якій максимальний сенсибілізуючий ефект виз­
начався на 5-6-у добу (LD50 для ЛПС становила 1 мкг/г, тоді як для звичайних мишей вона 
дорівнює 15 мкг/г) [37]. 

Моделі хронічної ендотоксемії 
R.E.Fish і J.A.Spitzer (1984), намагаючись розробити модель гіпердинамічного стану клі­

нічного сепсису, вводили щурам Ет шляхом тривалої в/в інфузії за допомогою осмотично­
го насосу Альцета зі швидкістю 3 мг/кг/доб [42]. Отримані ними результати свідчать про те, 
що у тварин, яким тривало вводять таку низьку дозу Ет, розвивається більшість порушень, 
характерних для хворих із гінердинамічним сепсисом. У цих тварин відзначаються транзи-
торна гіперлактатемія, прогресивний лейкоцитоз, падіння гематокриту, підвищення спожи­
вання кисню та відносна гіпертермія. Крім того, при цій моделі підтримується коронарний 
кровообіг [42], але робота міокарда порушується [43]. Разом з тим, при цій моделі не розви­
ваються тахікардія, гіперінсулінемія чи гіперглікемія, характерні для хворих на ранній ста­
дії сепсису. 

R.E.Fish et al. (1986), вимірюючи регіональний кровотік під час тривалої інфузії низької до­
зи ендотоксину, виявили, що протягом 6 чи ЗО год після введення ендотоксину серцевий ви­
кид залишається без змін [44]. При цьому кровотік у v. portae значно падає вже через 6 годин 
після початку введення ендотоксину. Однак, у хворих із сепсисом реєструється збільшення 
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кровотоку у печінці [45, 46], що суперечить даним, отриманим на щурах, яким тривало вводи­
ли низьку дозу ендотоксину [43]. 

H.Arita et al. (1988) показали, що при інфузії Ет у v. portae мурчаків може розвиватися гі-
перметаболізм [47]. Ці дослідники також визначили, що при в/ч введенні ендотоксину швид­
кість метаболізму в стані спокою залишається незмінною. Однак при цьому залишається не­
ясним, чи розвивається у тварин гіпометаболізм при тривалій інфузії ендотоксину. 

Внутрішньовенне та внутрішньочеревинне інфузійне введення живих мікроорганізмів 
Для вивчення дії різних терапевтичних засобів за умов септичного шоку більшість дослідни­

ків використовували внутрішньовенне введення живої кишкової палички [7,48, 49]. Однак да­
на модель не дозволяє точно відтворити стан, притаманний людині, оскільки при болюсній ін­
фузії кишкової палички, синьогнійної палички і т.п. хазяїн піддається надмірному бактеріаль­
ному навантаженню, що не дозволяє повністю проявитися його захисним механізмам. У реаль­
ній ситуації на практиці більшість хворих одномоментно не піддаються такому масивному бак­
теріальному навантаженню, оскільки в них існує приховане септичне вогнище зі стійкою, хоча 
й з перервами, вираженою бактеріальною інтервенцією. 

MJ.Durkot і R.R.Wolfe (1989) вводили шляхом інфузії 1010 живих кишкових паличок здо­
ровим ненаркотизованим мурчакам і виявили, що, залежно від шляху введення, це може приз­
водити як до гіпер-, так і гіподинамічного стану кровообігу [50]. Наприклад, внутрішньовен­
на інфузія 1010 живих кишкових паличок викликає гіподинамічиий стан, тоді як підшкірна 
ін'єкція цих же бактерій призводить до розвитку гіпердинамічного стану. Проте, в обох випад­
ках відзначається зниження концентрації інсуліну. Незважаючи на те, що такі моделі здатні 
викликати шок, у них відсутня можливість сформувати у хазяїна септичне вогнище, особливо 
якщо інфікування здійснюється в/в шляхом. Попри це, такі моделі із застосуванням в/в чи 
в/ч введення можуть бути корисними для вивчення кінетики бактеріального кліренсу (очи­
щення крові від бактерій). 

LJ.Pass et al. (1984) моделювали септичний процес за допомогою безперервної в/в інфузії 
бактерій наркотизованим щурам протягом 5 годин. При цьому вони встановили, що спочатку 
серцевий викид не змінювався, а потім, через 3-4 год, відбувалось його значне зниження [51]. 
Інша група дослідників замість повільної безперервної інфузії проводила болюсну (швидку) 
інфузію живих кишкових паличок наркотизованим щурам, що призводило до розвитку дво­
фазної реакції - значному підвищенню серцевого викиду, що триває біля 90 хвилин, з наступ­
ною його нормалізацією [52]. H.M.Cryer et al. (1987) розробили модель внутрішньовенної ін­
фузії кишкової палички (3-109/кг протягом 5 хв), яка викликала у щурів гіпердинамічний стан 
кровообігу тривалістю 2 год після введення [53]. Крім того, вони з успіхом застосували цю мо­
дель для ефективного вивчення впливу гіпердинамічного сепсису на мікроциркуляцію у дея­
ких органах і тканинах [54]. Важливо відзначити, що у моделі, розробленій H.M.Cryer et al. 
[53], виключення функцій ЦНС у щурів викликалось не шляхом загальної анестезії, а ирекола-
теральним пересіканням стовбура головного мозку. Більшість описаних вище моделей може 
бути також використана для одержання інформації відносно кінетики очищення крові від бак­
терій, реакції лейкоцитів, а також температурної реакції при різних значеннях часу та дози. 

H.K.Sleeman et al. (1969) та I.Perkash et al.(1970) описали модель у щурів, при якій, за їх 
твердженням, розвиток сепсису викликається введенням чистої бактеріальної культури у че­
ревну порожнину [55, 56]. Однак M.K.Browne та G.B.Leslie (1976) не вдалося змоделювати 
значну смертність шляхом введення чистої бактеріальної культури у черевну порожнину щу­
рів [57]. G.A.G.Decker et al. (1971) застосовували в/ч введення Klebsiella pneumonia, змішаної 
з суспензією слизу, що дозволило їм викликати важкий генералізований перитоніт. Суспензія 
слизу використовувалася з метою гальмування активності макрофагів у щурів, що дозволило 
одержати модель генералізованого перитоніту у цих тварин [58). Цю ж модель застосовували 
M.K.Browne та G.B.Leslie у мишей при використанні великої кількості грамнегативних ае­
робних і анаеробних бактерій [57]. 
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D.H.Ahrenholz і R.L.Simmons (1980) застосовували модель з в/ч введенням щурам 2-Ю8 

кишкових паличок, суспендованих в слині [59]. Це викликало 100% смертність тварин протя­
гом доби. Однак, коли таку ж кількість бактерій вводили в/ч разом зі згустком фібрину бича­
чої крові, у щурів розвивався абсцес, що запобігало ранній загибелі тварин, хоча смертність на 
протязі 10 діб залишалася на рівні 90%. Фібрин може обмежувати локальне накопичення мік­
робів з утворенням септичного вогнища і тому затримувати системну абсорбцію захоплених 
бактерій. За допомогою цієї моделі можна вивчати кінетику системної бактеріальної абсор­
бції. Крім того, вона дозволяє визначити, наскільки схожа кінетика системної бактеріальної 
абсорбції для різних мікроорганізмів. 

У дослідженнях Т.Наи та R.L.Simmons (1977) було показано, що введення чистої бактеріаль­
ної культури у поєднанні з ад'ювантом у черевну порожнину щурів призводить до загибелі 
тварин не пізніше, ніж через 12 годин. Ці автори стверджують, що дана модель з введенням 
чистої культури бактерій разом з ад'ювантом є моделлю не перитоніту, а ендотоксичного шо­
ку [60]. 

H.R.Alexander et al. (1991) використовували модель з в/ч імплантацією мурчакам осмотич­
них мінінасосів Альцета, у які були вміщені життєздатні кишкові палички та золотисті стафі­
лококи [61]. Така модель дозволила одержати 100% смертність, яку при цьому можна знизи­
ти майже до 50% шляхом відповідного коригування дози та виду бактерій. Основною перева­
гою цієї моделі є відстрочена загибель тварин (на 18-у добу), якій часто передує розвиток 
пневмонії. Завдяки тому ця модель може бути досить корисною для вивчення особливостей 
хронічного сепсису у людей. 

Слід відзначити, що всі викладені вище (крім останнього) способи відтворення експери­
ментального СШ суттєво відрізняються від реальної клінічної практики. В першу чергу це 
стосується бактеріальних агентів. У клініці причиною розвитку СШ є асоціації мікроорга­
нізмів, а не монокультура та, як правило, це комбінована грампозитивна й грамнегативна 
флора. 

На наш погляд, використання тільки монокультури мікроорганізмів або тільки мікробних 
токсинів не дозволяє вірно оцінити порушення кровообігу на організменному рівні. В той же 
час, навіть використання асоціації різних бактерій не призводить до відтворення адекватного 
клінічного перебігу патологічного процесу. Як правило, це пов'язано з різною патогенністю та 
вірулентністю одних і тих же мікроорганізмів одного виду, отриманих із різних джерел. Бага­
торічний досвід моделювання септичного шоку привів нас до розуміння того, що для відтво­
рення даної патології слід використовувати комбінацію як грампозитивних, так і грамнегатив-
них мікроорганізмів, бажано їх музейні штами. Відома також мінливість властивостей мікро­
бів залежно від географічного району їх проживання. Тому у кожному конкретному випадку 
при моделюванні септичного шоку на тваринах слід використовувати мікроорганізми, одер­
жані від хворих на сепсис і септичний шок, що проживають в даній місцевості. Дозу мікроор­
ганізмів, що вводяться, неможливо встановити заздалегідь, в середньому вона складає 108 -
10і 1 мікробних тіл добової культури кожного виду на 1 кг маси тіла тварини при в/ч введен­
ні. Остаточний вибір доз мікроорганізмів для моделювання СШ обумовлюється періодом 
часу, відтворенням патологічного процесу та контролюється за динамікою температури тіла і 
артеріального тиску. Так, наприклад, нам вдалося відтворити септичний шок, вводячи білим 
щурам-самцям лінії Вістар суміш добових культур Staphylococcus aureus і В. pyocyaneus по 
1-Ю9 мікробних тіл кожного виду на 100 г маси тіла. В/ч введення щурам змішаної культури 
мікроорганізмів у цій дозі супроводжувалося суттєвими змінами системного кровообігу та 
скоротливої активності серця (табл. 3). 
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Розділ III 
Таблиця З 

Зміни показників гемодинаміки та температури у щурів при внутрішньочеревинному 
введенні змішаної культури 

Показ. Стат. 
показ 

Вих. зн. Час, хв Показ. Стат. 
показ 

Вих. зн. 
60 120 180 240 270 

CAT, 
мм рт.ст. 

M±m 110,619,3 105,1±5,2 92,4±6,8 65,516,4 58,615,2 39,114,1 CAT, 
мм рт.ст. Р 

110,619,3 
>0,05 >0,05 <0,01 <0,01 <0,001 

ХОК, мл/хв M±m 70,0±6,8 66,6±5,6 69,4±7,0 68,916,9 42,814,4 23,412,5 ХОК, мл/хв 
Р 

70,0±6,8 
>0,05 >0,05 >0,05 <0,05 <0,001 

ЗПО, м Н с м 4 M±m 126,4±12,9 126,2±11,4 106,5110,7 76,117,5 109,5111,0 134,1113,1 ЗПО, м Н с м 4 

Р 
126,4±12,9 

>0,05 >0,05 <0,05 >0,05 >0,05 
ІС,сг> M±m 70,2±8,6 64,7±1,8 57,915,7 46,113,4 41,015,6 32,413,5 ІС,сг> 

Р 
70,2±8,6 

>0,05 >0,05 >0,05 <0,05 <0,01 
t,°C M±m 34,2±0,5 32,8+0,7 32,310,8 31,510,9 32,1+0,9 33,510,8 t,°C 

Р 
34,2±0,5 

>0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05 

Висновок 
Розроблені моделі сепсису та септичного шоку, котрі передбачують введення ендотоксину 

(повільне чи безперервне болюсне введення ендотоксину), підшкірне чи в/ч введення бакте­
рій з ад'ювантами або без них, а також в/ч зараження фекальним матеріалом. Деякі такі моде­
лі можуть застосовуватися для вивчення гіперметаболічної фази сепсису, тоді як інші моделі 
корисні для вивчення гіпометаболічного та гіиодинамічного циркуляторного стану сепсису. 
Кожна модель може надати корисну інформацію для подальшого розуміння патофізіології ен-
дотоксемії, сепсису та септичного шоку. Надзвичайно цінною для вивчення та з'ясування ме­
ханізмів, що беруть участь у розвитку клінічного сепсису, є модель, котра дозволяє прослідку­
вати зміни від гіпердинамічного до гігюдинамічного стану кровообіїу. 

Таким чином, резюмуючи вищевикладене, можна зробити такі висновки: 
- вибір конкретного способу моделювання септичного шоку у гризунів залежить від задачі 

розпочатого дослідження. Наприклад, для оцінки протишокової (гемодинамічної) дії лікар­
ського засобу перевагу слід віддавати моделям, в котрих використовується однократне внут­
рішньовенне введення ендотоксину чи в/ч введення змішаної живої культури. Для оцінки 
впливу препарату, який вивчається, на виживання тварин доцільно використовувати або три­
вале введення ЛПС, або внутрішньовенне введення живих мікроорганізмів; 

- при моделюванні патологічного процесу необхідно брати до уваги характерні для гризунів 
сезонні та місцеві геокліматичні розбіжності реактивності. У зв'язку з цим дози живих мікро­
організмів, що забезпечують розвиток того чи іншого визначеного ефекту, в різні сезони бу­
дуть відрізнятися. Це потребує підбору необхідної дози; 

- критеріями оцінки ефективності досліджуваних потенційних лікарських засобів і препа­
ратів порівняння можуть бути достовірне збільшення виживання дослідних тварин, здатність 
препарату попереджувати зниження систолічного артеріального тиску нижче 50-60 мм рт.ст. 
або ж відновлювати та тривало підтримувати його на вказаному рівні чи вище нього. 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

Література 

1. Parker М.М, Parrillo J.E. Septic shock: hemodynamics and pathogenesis//]AMA.- 1983.-
V.250.- P. 3324-3327. 

2. A controlled clinical trial of high-dose methylprednisolone in the treatment of severe sepsis and 
septic shock/Bone R.C., Fisher C.J., Clemmer T.P. et al.//N. Engl. J. Med.- 1987.- V.317.-
P. 653-658. 

3. Peripheral lymph flow in sheep with bacterial peritonitis: evidence for increased peripheral 
microvascular permeability accompanying systemic sepsis/ Avila A., Warshawski F., Sibbald W. et 
al.//Surgery.- 1985.- V.97.- P. 685-695. 

4. Brigham K.L., Woolverton W.C., Blake L.H., Staub N.C. Increased sheep lung vascular perme­
ability caused by Pseudomonas bacteremia//J. Clin. Invest.- 1974.- V.54.~ P. 792-804. 

5. Gnidec A.G., Sibbald W.J., Cheung H., Meiz C.A. Ibuprofen reduces the progression of perme­
ability edema in an animal model of hyperdynamic sepsis//J. Appl. Physiol- 1988.- V.65.-
P. 1024-1032. 

6. Hussian S., Roussos С Distribution of respiratory muscle and organ blood flow during endo-
toxic shock in dogs//Appl. Physiol- 1985.- V.59.- P. 1802-1808. 

7. Wichicrman K.A., Baue A.E., Chaudry I.H. Sepsis and septic shock - a review of laboratory 
models and a proposal//!. Surg. Res.- 1980.- V.29.- P. 189-201. 

8. Marshall J.C, Christou N.V., Horn R., Meakins J.L. The microbiology of multiple organ failure: 
the proximal gastrointestinal tract as an occult reservoir of pathogens//Arch. Surg.- 1988.-
V.123.- P. 309-315. 

9. A subchronic model of live bacteria sepsis in baboons/Schlag G., Davies J., Redl H. et al//Circ. 
Shock.- 1991.-V.34.-P.61. 

10. Bone R.C. Let's agree on terminology: definitions of sepsis//Crit. Care Med.- 1991.- V.19.~ 
P. 973-976. 

11. Physiology and metabolism in isolated viral septicemia: further evidence of an hostdependent 
response/Deutschman C.S, Konstantinides F.N., Tsau M. et al.//Arch. Surg.- 1987.- V.122.- P. 21-25. 

12. Fink M.P., Heard S.O. Laboratory models of sepsis and septic shock//J. Surg. Res.- 1990.-
V.49.-P. 1-11. 

13. Endotoxemia in human septic shock/Danner R.L., Elin R.J., Reilly J.M. et al//Crit. Care 
Med.- 1988.- V.16.- P. 397. 

14. Aasen A.O., Rishovd A.L, StadaasJ.O. Role of endotoxin and proteases in multiple organ fail-
ure//Prog. Clin. Biol. Res.- 1989.- V.308.- P. 305-314. 

15. Elin R.J, Robinson R.A, LevineA.S, Wolff S.M. Lack of clinical usefulness of thelimulus test 
and the diagnosis of endotoxemia//N. Engl. J. Med- 1975.- V.292.- P. 521-524. 

16. Nakao A, Shimohara M. Changes of circulating blood endotoxin analyzed by quantitative assay 
after intravenous administration endotoxin//Jpn. J. Gastroenterol- 1985.- V.82.- P. 296-300. 

17. Aasen A.O, Ruud Т.Е., Pillgram-Larsen J , StadaasJ.O. Multi-therapy: a new treatment regi­
men in endotoxemia//Prog. Clin. Biol Res.- 1987.- V.236A.- P. 211-225. 

18. Hagman W, Denzlinger C, Keppler D. Role of peptide leukotrienes and their hepatobiliary 
elimination ід endotoxin action//Circ. Shock.- 1984.- V.14.- P. 223-235. 

19. Wise W.C, Cook J.A, Eller T, Halushka P.V. Ibuprofen improves survival from endotoxic 
shock in rat//J. Pharmacol Exp. Ther.- 1980.- V.215,- P. 160-164. 

20. Adnot S, Lefort J , Braquet P, Vargaftig B.B. Interference of PAF acether antagonist 
BN52021 with Endotoxin induced hypotension in the guinea pig//Prostaglandins.- 1987.- V.32.-
P. 791-802. 

21. Evaluation of cardiac output, total peripheral vascular resistance, and plasma concentrations 
of vasopressin in the conscious, unrestrained rat during endotoxemia/Brackett D.J, Schaefer C.F, 
Tompkins P. et a l / / Circ. Shock.- 1985.- V.12.- P. 273-284. 

512 Дшиїінічні дослідження ліїсарських засобін (методичні рекомендації) 



Розділ III 

22. Parker J.L., Adams H.R. Development of myocardial dysfunction in endotoxin shock//Am. J. 
Physiol.- 1985.- V.248.- P. H818-H826. 

23. Freudenberg M.A., Galanos С Induction of tolerance to lipopolysaccharide (LPS) o-galac-
tosamine lethality by pretreatment with LPS is mediated by macrophages//Infect. Immun.- 1988.-
V.56.- P. 1352-1357. 

24. Pathophysiology of Shock, Sepsis, and Organ Failure/Eds. G.Schlag, H.Redl.- Berlin: 
Springer-Verlag, 1993.- 1153 p. 

25. Bahrami S., Paul E., Redl FL, Schlag G. Endotoxemia in rats - influence of lipoxygenase block­
er versus leukotriene receptor antagonist (BW755C vs. LY 171883)// Bacterial endotoxins: patho­
physiological effects, clinical significance, and pharmacological control/Ed. by A.Sturk.- New York: 
Liss, 1988.- P. 283-292. 

26. Wyler F., Neutze J.M., Rudolph A.M. The effects of endotoxin on distribution of cardiac out­
put in unanesthetized rabbits//Am. J. Physiol.- 1970.- V.219- P. 246-251. 

27. Systemic and regional hemodynamic effects of cyclooxygenase and thromboxane synthetase 
inhibition in normal and hyperdynamic endotoxemic rabbits/Fink M.P., Morrissey P.E., Stein K.L. 
et al.//Circ. Shock.- 1988.- V.26.- P. 41-57. 

28. Law W.R., Ferguson J.L. Naloxone alters organ perfusion during endotoxin shock in conscious 
rats//Am. J. Physiol.- 1988.- V.255.- P. H1106-H1113. 

29. Greenway C.V., Lautt W.W., Stark R.D. Separation of acute and delayed hemodynamic 
responses to endotoxin in the cat//Am. J. Physiol.- 1969.- V.217.- P. 518-521. 

30. Further observations of mesenteric vasoconstriction, survival and the clotting defect after 
endotoxin administration/Cohen M.M., Greenway C.V., Innes I.R. et al.//Br. J. Pharmacol.-
1973.- V.48.- P. 555-569. 

31. Arita FL, Ogle C.K., Alexander J.W., Warden G.D. Induction of hypermetabolism in guinea 
pigs by endotoxin infused through the portal vein//Arch. Surg.- 1988.- V.123.- P. 1420-1424. 

32. Freudenberg M.A., Galanos C. Induction of tolerance to lipopolysaccharide (LPS) D-galac-
tosamine lethality by pretreatment with LPS is mediated by macrophages//Infect. Immun.- 1988.-
V.56.- P. 1352-1357. 

33. Freudenberg M.A., Galanos C. Tumor necrosis factor alpha mediates lethal activity of killed 
gram-negative and gram-positive bacteria in D-galactosamine treated mice//Infect. Immun.-
1991.-V.59.-P. 2210-2115. 

34. Effect of gram-negative endotoxin on levels of serum corticosterone, TNFa, circulating blood 
cells, and the survival of rats/Feuerstein G., Hallenbeck J.M., Vanatta B. et al.//Circ. Shock.-
1990.- V.30.- P. 265-278. 

35. Bahrami S., Redl FL, Buurman W.A., Schlag G. Endotoxin shock related disorders induced 
by high-vs low-dose lipopolysaccharide (LPS) injection in rats//Eur. Surg. Res.- 1991.- V.23 
(Supple 1).-P. 60. 

36. Takada FL, Galanos C. Enhancement of endotoxin lethality and generation of anaphylactoid 
reactions by lipopolysaccharides in muramly dipeptide treated mice//Infect. Immun.- 1987.-
V.55.-P. 409-413. 

37. Galanos C., Freudenberg M.A., Matsuura M., Coumbos A. Hypersensittivity of endotoxin and 
mechanism of host-response//Bacterial endotoxins: Pathophysiological effects, clinical signifi­
cance, and pharmacological control/Ed. by A.Sturk.- New York: Liss, 1988.- P. 295-308. 

38. Selye FL, Tuchweber B,. Bartok L. Effect of lead acetate on the susceptibility of rats to bacte­
rial endotoxins//!. Bacteriol.- 1966.- V.9L- P. 884-889. 

39. Dentener M.A., Grebe J.W., Maessen J.G., Buurman W.A. Role of tumour necrosis factor in 
the enhanced sensitivity of mice to endotoxin after exposure to lead//Immunopharmacol. Immuno-
toxicol.- 1989.- V.ll .- P. 321-334. 

40. Bartoleyns J., Freudenberg M.A., Galanos C. Growing tumors induce hypersensitivity to 
endotoxin and tumor necrosis factor//Infect. Immun.- 1987.- V.55.-P. 2230-2233. 

513 



Оцінка специфічної фармакологічної активності лікарських засобів 

41. Induction of hyperreactivity to endotoxin in mice by Coxiella burnetii/Schramek S., Kazar J., 
Sekeyova Z. et al.//Infect. Immun.- 1984.- V.45.- P. 713-717. 

42. Fish R.E., Spitzer J.A. Continuous infusion of endotoxin from an osmotic pump in the conscious, 
unrestrained rat; a unique model of chronic endocoxemia//Circ. Shock.- 1984.- V.12.- P. 135-149. 

43. Fish R.E., Burns A.H., Lang C.H., Spitzer J.A. Myocardial dysfunction in a nonlethal, non-
shock model of chronic endotoxemia//Circ. Shock.- 1985.- V.16.- P. 241-252. 

44. Fish R.E., Lang C.H., Spitzer J.A. Regional blood flow during continuous low-dose endotoxin 
infusion//Circ. Shock.- 1986.- V.18.- P. 267-275. 

45. Splanchnic and total body oxygen consumption differences in septic and injured 
patients/Dahn M.S., Lange P., Lobdell K. et al.//Surgery- 1987- V.101- P. 69-80. 

46. Hepatic blood flow and splanchnic oxygen consumption measurements in clinical sepsis/Dahn 
M.S., Lange M.P., Wilson R.F. et al.//Surgery.- 1990.- V.107.- P. 295-301. 

47. Arita H., Ogle C.K., Alexander J.W., Warden G.D. Induction of hypermetabolism in guinea 
pigs by endotoxin infused through the portal vein// Arch. Surg.- 1988.- V.123.- P. 1420-1424. 

48. Fink M.P., Heard S.O. Laboratory models of sepsis and septic shock//J. Surg. Res.- 1990.-
V.49.- P. 186-196. 

49. Jones S.B., Westfall M.V, Sayeed M.M. Plasma catecholamines during E. coli bacteremia in 
conscious rats//Am. J. Physiol.- 1988.- V.254.- P. R470-R477. 

50. Durkot M.J., Wolfe R.R. Hyper and hypo-dynamic models of sepsis in guinea pigs//J. Surg. 
Res.- 1989.- V.46.- P. 118-122. 

51. Pass L.J., Schloerb P.R., Pearce F.J., Drucker W.R. Cardiopulmonary response of the rat to 
gram-negative bacteremia//Am. J. Physiol- 1984.- V.246.- P. H344-H350. 

52. The pathophysiology of septic shock: changes in hemodynamics in rats following live E. coli 
injection. An application of the thermodilution method for measurement of cardiac output/Sato Т., 
Isoyama Т., Tanaka J. et al.//Adv. Shock Res.- 1982.- V.7.- P. 25-42. 

53. Skeletal microcirculatory responses to hyperdynamic Escherichia coli sepsis in unanesthetized 
rats//Cryer H.M., Garrison R.N., Kaebnick H.W. et al.//Arch. Surg.- 1987.- V.122.- P. 86-92. 

54. Cryer H.M., Unger L.S., Garrison R.N., Harris P.D. Prostaglandins maintain renal microvas­
cular blood flow during hyperdynamic bacteremia//Circ. Shock.- 1988.- V.26.- P. 71-88. 

55. Sleeman H.K., Diggs J.W., Hayes D.K., Hamit H.F. Values of antibiotics, corticosteroids and 
peritoneal lavage in the treatment of experimental peritonitis//Surgery.- 1969.- V.66.-
P. 1060-1066. 

56. Prolonged peritoneal lavage and fecal peritonitis/Perkash I., Satpati P., Agawal K.C. et 
al.//Surgery.- 1970.- V.68.- P. 842-845. 

57. Browne M.K., Leslie G.B. Animal models of peritonitis//Surg. Gynecol. Obstet.- 1976.-
V.143.-P. 738-740. 

58. Decker G.A.G., Daniel A.M., Blevings S., McLean L.D. Effect of peritonitis on mitochondrial 
respiration//J. Surg. Res.- 1971.- V.l l . - P. 528-532. 

59. Ahrenholz D.H., Simmons R.L. Fibrin in peritonitis. I. Beneficial and adverse effects of fibrin 
in experimental E. coli peritonitis//Surgery.- 1980.- V.88.- P. 41-47. 

60. Hau Т., Simmons R.L. Surgical pros and cons//Surg. Gynecol. Obstet.- 1977.- V.144.- P. 755-756. 
61. Treatment with recombinant human tumor necrosis factor-alpha protects rats against the 

lethality, hypotension, and hypothermia of gram-negative sepsis/ Alexander H.R., Sheppard B.C., 
Jensen J.C. et al.//J. Clin. Invest.- 1991.- V.88.- P. 34-39. 

62. Filkins J.P., Cornell R.P. Depression of hepatic gluconeogenesis and the hypoglycemia of 
endotoxin shock//Am. J. Physiol- 1974.- V.227.- P. 778-781. 

63. Montgomery A.B., Stager M.A., Carrico C.J., Hudson L.D. Causes of mortality in patients 
with the adult respiratory distress syndrome//Am. Rev. Respir. Dis.- 1985.- V.132.- P. 485-489. 

64. Effect of injury and infection on visceral metabolism and circulation/Wilmore D.W., Good­
win C.W., Aulick L.M. et al//Ann. Surg.- 1980.- V.192.- P. 491-504. 

514 Док.ііііічмі дослідження лікарських засобів (методичні рекомендації) 



Розділ IV 

ДОКЛІНІЧНЕ ВИВЧЕННЯ 
ФАРМАКОКІНЕТИКИ 

ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 



Доклінічне вивчення фармакокінетики лікарських засобів 

ДОКЛШІЧНЕ ВИВЧЕННЯ ФАРМАКОКІНЕТИКИ 
ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ 

Головенко М.Я., Зіньковський В.Г., Жук О.В., 
Безверха І.С., Жила В.А. 
За науковою редакцією 

Даниленка B.C. 

Вступ 

Мета фармакокінетичних досліджень полягає у кількісному описанні процесів всмоктуван­
ня, розподілу та елімінації (біотрансформації та екскреції) лікарських речовин та їх метаболі­
тів у організмі. 

Вивчення фармакокінетичних властивостей лікарської речовини доцільно починати на пер­
шому етапі доклінічних випробувань, оскільки знання особливостей фармакокінетики дозво­
ляє не тільки визначити перспективні шляхи введення речовини, але й прогнозувати спектр її 
потенціальних органотропних ефектів, отже провести відповідні фармакологічні досліджен­
ня. Фармакокінетичні дані необхідні для встановлення залежності «концентрація-ефект», во­
ни можуть бути використані для прогнозування дії лікарської речовини на людину. На підста­
ві результатів експериментального вивчення фармакокінетики лікарських речовин можливе 
прогнозування концентрації препарату в крові (плазмі) або швидкість ЇЇ часового зниження у 
людини і, таким чином, вибір орієнтовної схеми дозування, яка може бути пізніше уточнена в 
процесі клінічних випробувань 

1. Загальні положення 

Відповідно до «Нормативних документів щодо реєстрації (перереєстрації) лікарських засо­
бів в Україні» (постанова Кабінету Міністрів України від 13.09.2000 р. за № 1422) для прове­
дення реєстрації установа, інші юридичні чи фізичні особи падають до Державного фармако­
логічного центру МОЗ України документи відповідно до таких груп ліків: 

I. Нові лікарські засоби. 
II. Лікарські засоби - генерики 
III. Лікарські засоби у нових лікарських формах. 
Фармакокінетичні дослідження є обов'язковою складовою частиною доклінічних випробу­

вань лікарських препаратів. Для І і III груп ліків повинен бути проведений повний об'єм фар­
макокінетичних досліджень. 

/ . / . Лабораторні тварини 

Дослідження фармакокінетики рекомендується проводити на здорових інтактних або нар­
котизованих тваринах однієї статі (бажано лінійних), точно визначеного віку і маси тіла. Ма­
са тіла не повинна відхилятися від нормального значення для відповідного віку більше ніж 
на 10%. 
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Необхідно використовувати не менше двох видів тварин, причому один з них (бажано) не 
повинен належати до гризунів. Доцільно застосовувати одні й ті самі види тварин для фарма-
кокінетичних, фармакодинамічних і токсикологічних досліджень. 

1.2. Шляхи, методи і режим введення лікарських засобів 

Необхідно досліджувати фармакокінетику лікарської речовини при тих шляхах введення, які 
застосовуються при його фармакологічному, хіміотерапевтичному і токсикологічному вивчен­
ні. При цьому, навіть якщо лікарський засіб планується застосовувати тільки позасудинним 
шляхом, рекомендується вивчити фармакокінетику також і при внутрішньосудинному введен­
ні, якщо це дозволяє розчинність лікарської речовини. Такі дані необхідні для оцінки фунда­
ментальних фармакокінетичних параметрів і визначення абсолютної біологічної доступності 
препарату. Внутрішньовенно лікарські речовини рекомендується вводити у хвостові вени ми­
шей і щурів, вушні вени мурчаків і кролів, стегнові вени кішок і собак. При тривалому введен­
ні лікарських засобів допускається заміна внутрішньовенного введення на внутрішньоочере-
винне, але у дні проведення повторного фармакокінетичного дослідження лікарську речовину 
слід ввести тим самим способом, що й при одноразовому введенні, тобто внутрішньовенно. 

Перорально лікарські сполуки вводять зазвичай натще (тварини не отримують їжі протягом 
ночі без обмеження у воді) за допомогою" глоточного або дуоденального зонду. Додавання лі­
карських речовин до їжі або питної води не рекомендується, оскільки в таких випадках важко 
забезпечити точне дозування. 

Внутрішньом'язово лікарські засоби вводять у стегнові м'язи, підшкірно - в задні кінцівки 
мишей, щурів, кішок, собак, ближче до хребта - мурчакам, кролям; нашкірно - на депільова-
ну поверхню спини або черева щурів, мурчаків, кролів, собак. 

Залежно від виду лікарської форми можливе закапування розчинів або аплікація мазей на 
слизову оболонку ока; інстиляція у передню камеру ока; введення супозиторіїв; інгаляція па­
рів, газів, аерозолів, зокрема шляхом поміщення тварин до затравочних камер; внесення лікар­
ських засобів у шкірні або м'язові кишені; імплантація під шкіру, в м'язи чи порожнини тощо. 

Обов'язковим елементом доклінічних випробувань є фармакокінетичне вивчення лікар­
ської речовини при її одноразовому введенні. 

Фармакокінетику лікарської речовини вивчають при її введенні у кількох дозах (не менше 
ніж у двох), що відображають діапазон дозувань, при якому реалізується бажаний ефект лі­
карської речовини без ознак побічної дії. Вивчення фармакокінетики лікарської речовини при 
її введенні у кількох дозах необхідне для оцінки взаємозв'язку між концентрацією (С) і дозою 
(D) (перевірка гіпотези лінійності). Висновок про лінійність може бути зроблений за умови 
збіжності фармакокінетичних кривих, нормованих щодо дози (криві зміни C/D залежно від 
часу), або якщо значення параметрів фармакокінетики (див. нижче) не залежать від дози. У 
тих випадках, коли лінійність фармакокінетики зберігається тільки в обмеженому проміжку 
використаних доз, потрібно навести його межі. 

Вивчення фармакокінетики при тривалому введенні лікарської речовини може бути більш 
обмеженим, спрямованим, головним чином, на виявлення особливостей фармакокінетики 
(уповільнення або прискорення процесів розподілу, біотрансформації та елімінації), що не 
проявляються при одноразовому введенні лікарської речовини. Вибір дозування (не менше 
двох доз) при тривалому введенні лікарської речовини грунтується на принципах, описаних 
вище. Разом з тим, одна з доз повинна бути більш високою (за необхідності) і відповідати ви­
користаним дозам в токсикологічних дослідженнях. З одного боку, це дозволяє встановити 
зв'язок розвитку токсичних ефектів із змінами у фармакокінетиці (наприклад: у результаті 
насичення процесів ферментативної детоксикації (біотрансформації) чи переносу лікарської 
речовини). З іншого боку, дозволяє оцінити потенційно токсичні рівні препарату в крові та 
органах (тканинах). Тривалість введень, що повторюються, і інтервали між ними можуть від-
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повідати використаним у фармакологічних (хіміотерапевтичних) і токсикологічних дослід­
женнях (як правило, 24 год). Результати фармакокінетичного дослідження при тривалому 
введенні лікарської речовини необхідно порівняти з даними його фармакокінетики, отрима­
ними після одноразового введення (чи зберігається «принцип сумації доз» і т.д.). 

1.3. Регламент фармакокінетичного експерименту 

Біологічний матеріал, в якому визначається концентрація лікарської речовини 
Найважливішим елементом фармакокінетичного вивчення лікарських речовин є дослід­

ження динаміки зміни їх концентрації у крові (плазмі, сироватці крові). Така інформація доз­
воляє отримати загальні уявлення про фармакокінетичні властивості лікарської речовини (лі­
нійність чи нелінійність фармакокінетичних процесів, особливості всмоктування при нозасу-
динному введенні, розподілу та елімінації). Складовою частиною цих досліджень є оцінка по­
казників зв'язування лікарських речовин плазмою крові і розподілу між плазмою і еритроци­
тами. Обидва показники оцінюються при концентраціях лікарської речовини, які відобража­
ють діапазон змін її рівнів у плазмі (сироватці) крові in vivo. 

Разом з вивченням динаміки концентрації речовини в плазмі (сироватці) необхідно дослід­
жувати її розподіл у тканинах. При виконанні цього дослідження можна обмежитись одним 
видом тварин. Вибір тканин відбувається з урахуванням ступеню їх васкуляризації. Як зразок 
сильно васкуляризованих тканин можливе використання, наприклад, серця чи селезінки, по­
мірно васкуляризованих - тканини м'язів, слабко васкуляризованих - очерев'я, шкіри чи кіс­
тки (у всіх випадках - по одному виду матеріалу). Крім того, необхідно отримати дані з роз­
поділу лікарської речовини в органах, що забезпечують елімінацію (печінка, нирки) і у зоні 
потенційної дії (наприклад, тканина легенів, якщо фармакотерапевтичний засіб пропонуєть­
ся застосовувати при пневмонії, або тканина головного мозку, якщо його будуть застосовува­
ти при захворюваннях мозку і т.д.). 

Оптимальним є дослідження кінетики розподілу загальної радіоактивності (сумарного 14С-
матеріалу) в органах і тканинах, визначення вмісту вихідної 14С- чи 3Н- лікарської сполуки і 
її метаболітів і/або загальної радіоактивності в плазмі крові, печінці та нирках (екскреторних 
органах) та у біофазі (зоні) потенційної дії. 

Результатом вивчення розподілу лікарської речовини в тканинах є виявлення тих з них, до 
яких вона інтенсивно проникає, або в яких тривалий час утримується, що може мати істотне 
значення для фармакодинамічних досліджень. 

Необхідно вивчити екскрецію лікарської речовини з сечею, жовчю, фекаліями. Важливою 
особливістю такого дослідження є характеристика швидкості екскреції (відношення кількос­
ті лікарської сполуки, що виділилась за фіксований проміжок часу, до тривалості інтервалу 
взяття проб у різні періоди після введення препарату) і/або кумулятивної екскреції (сумарна 
кількість лікарської сполуки, що виділилась з даним видом екскрету, за весь період спостере­
ження). Вичерпна інформація може бути отримана при дослідженні кінетики виділення з се­
чею і калом дослідних тварин загальної радіоактивності, вихідної ,4С- (або 3Н-) лікарської 
сполуки і основних груп її метаболітів (глюкуронових і неглюкуронових кон'югатів, вільних 
продуктів біотрансформації та ін.). При цьому кінетична схема біотрансформації та екскреції 
сполуки, що досліджується, включає в описання всю введену дозу мічених ліків. Незалежно 
від особливостей аналізу даних (за швидкістю екскреції чи за кумулятивною екскрецією) збір 
екскрету, що вміщує лікарську сполуку і метаболіти, мусить проводитись порційно, в інтерва­
лі досліду, що складає 3-5 величин Т1/2 виділення. 

У тих випадках, коли максимальна кількість лікарської сполуки, що виділилась з екскрета­
ми, значно нижче (менше 50%) введеної дози, бажано з'ясувати, чи не містяться в екскретах 
продукти метаболізму вихідної лікарської речовини. Детальне вивчення кінетики утворення і 
елімінації метаболіту проводиться тільки за умови, що в елімінації препарату вклад процесу 
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перетворення лікарського засобу у вказаний метаболіт перевищує 20%, а метаболіт проявляє 
біологічну активність. 

Зазначені види біологічного матеріалу використовуються і при вивченні фармакокінетики 
лікарської речовини при його тривалому введенні. 

Тривалість фармакокінетичного експерименту 
Визначається тривалістю виявлення лікарської речовини у виді біоматеріалу, що досліджу­

ється, але у всіх випадках мусить бути не менше ніж 3-5 величин періоду напіввиведення. 
При вивченні фармакокінетики лікарської речовини, що дуже повільно елімінує, тривалість 
спостереження за його концентрацією в біоматеріалах може бути скорочена до 3-х періодів на­
піввиведення. 

При фармакокінетичному вивченні лікарських речовин у складі лікарських форм, що забез­
печують пролонговане звільнення активного компоненту, спостереження за концентрацією 
потрібно проводити, у крайньому разі до початку моноекспоненпійного (кінцевого) відрізку 
фармакокінетичної кривої. 

Регламент відбору проб біоматеріалу 
Регламент визначається формою кривої «концентрація лікарської речовини - час» - чим 

складніша форма, тим частіше потрібно відбирати проби, тому що для надійної оцінки фарма-
кокінетичних параметрів потрібна більша кількість точок. Разом з тим, регламент відбору 
проб мусить бути достатньо економним. 

Оскільки апріорно визначити регламент важко, доцільно спочатку провести пробні досліди 
на обмеженій кількості тварин при введенні їм лікарської речовини в найвищій з планованих 
доз. При цьому доцільно здійснити виміри в часові проміжки досліду, що зростають у геомет­
ричній прогресії з періодом, що дорівнює 2 (наприклад, через 0,25, 0,5; 1; 2; 4; 8 годин і т.д.). 

У будь-якому випадку вибір моментів часу для відбору проб мусить забезпечити отримання 
кількох (але не менше 2-х) точок для кожного фрагменту фармакокінетичної кривої. Особ­
ливу увагу слід звернути на її кінцевий відрізок, нахил якого визначає величину основних 
фармакокінетичних параметрів. У зв'язку з цим, бажано відібрати 3-4 проби біоматеріалу в 
період найбільш повільного зниження концентрації лікарської речовини. Отримана в резуль­
таті досліду кінетична інформація дозволяє оцінити період напіввиведення лікарської речо­
вини і таким чином, визначити необхідну тривалість спостереження за концентрацією (або 
швидкістю екскреції) лікарської речовини для наступного основного досліду. 

1.4. Методи кількісного визначення концентрації лікарських речовин 
у біологічному матеріалі 

Для визначення концентрації лікарських речовин у біоматеріалі можуть бути використані 
різні методи (фізико-хімічні, імунологічні, мікробіологічні та ін.), що забезпечують можли­
вість впевненого спостереження за концентрацією препарату при вибраних умовах фармако­
кінетичного експерименту, зокрема, його тривалості, що складає 3-5 періодів напіввиведення. 

Для лікарських речовин І і III груп найкраще використовувати радіометричні методи визна­
чення вмісту мічених сполук (вихідних сполук, метаболітів, загальної радіоактивності), що 
грунтуються на рідинній сцинтиляційній фотометрії. Це дозволяє отримати статистично ко­
ректні значення одиничних і групових вимірів. Для інших методів визначення лікарських ре­
човин (І і III груп) необхідне наведення метрологічних характеристик аналізу. 

1.5. Опрацювання фармакокінетичних даних 

Немодельні оцінки фармакокінетичних параметрів 
Аналіз дослідних даних може бути здійснено на підставі математичного апарату формаль­

них або фізіологічних (перфузійні моделі) лінійних чи нелінійних моделей або на підставі не-
модельної оцінки фармакокінетичних параметрів. 
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Критерієм достатності проведеного аналізу є: 
а) статистична коректність розрахункових значень фармакокінетичних параметрів; відпо­

відність розрахункових значень кінетики вмісту ліків у внутрішньому середовищі організму і 
кінетики їх екскреції дослідним величинам; 

б) сукупність фармакокінетичних параметрів, визначених для ліків груп І і III, повинна в загаль­
них рисах описувати загальні процеси взаємодії «ліки-організм» для всієї введеної дози сполуки. 

Незалежно від способу аналізу дослідних даних, його результати повинні включати ряд роз­
рахункових величин, наведених нижче. 

Наведений приклад базується на немодельній оцінці фармакокінетики, яка може завжди бу­
ти легко здійснена як основний метод аналізу або паралельно іншим (модельним) підходам в 
аналізі дослідних даних. При умові лінійності для характеристики фармакокінетичних влас­
тивостей лікарської речовини можна використовувати параметри, значення яких не залежить 
від структури відповідної математичної моделі (немодельні параметри). 

При внутрішньосудинному введенні лікарської речовини оцінюється загальний кліренс 
(CLt), що відображає швидкість звільнення від препарату одиниці об'єму біорідини. 

Величина CLt визначається відношенням дози (D) до площі під кривою «концентрація-час» 
(AUC у межах від 0 до оо): 

CLt = D/AUC (1) 
Ще один параметр - стаціонарний об'єм розподілу (Vss), що відображає вираженність роз­

поділу лікарської речовини в організмі, визначається добутком CLt на середній час утриман­
ня (MRT - середній час перебування в організмі молекули препарату): 

Vss = CLtMRT (2) 
В свою чергу, величина MRT може бути розрахована за формулою: 

MRT = AUMC/AUC, 
де AUMC - площа під кривою «добуток часу на концентрацію лікарської речовини - час». 
Поряд з параметрами CLt, V^ і MRT має бути наведена тривалість періоду напіввиведення 

(Т1/2), що відображає час, протягом якого концентрація лікарської речовини знижується вдві­
чі. Величина Т]/2 може бути розрахована за формулою: 

Т1/2 = 0,693/р, (3) 
де Р - показник експоненти, що характеризує швидкість зниження концентрації препара­

ту на кінцевому (моноекспоненційному) відрізку фармакокінетичної кривої. В одночастин­
ній кінетичній схемі величина (3 співпадає з коефіцієнтом елімінації (ktvl), a MRT - з вели­
чиною к ,̂"1. 

Оцінка інтенсивності проникнення препарату до тканин може бути отримана шляхом об­
числення тканинної доступності (ft), що визначається відношенням значення AUC (бажано в 
границях від 0 до оо) у тканині до відповідної величини AUC у крові: 

rt = AUCrKaimHa/AUCKp0B. (4) 
Крім того, з цією ж метою можна оцінювати уявний коефіцієнт розподілу (Kd) лікарської ре­

човини між кров'ю і тканиною, що визначається відношенням відповідних концентрацій в 
один і той же проміжок часу на кінцевих (моноекспоненційних) відрізках фармакокінетичних 
кривих при умові, що їх нахили (і для крові, і для тканини) характеризуються близькими зна­
ченнями показників експоненти р чи ксл): 

<і ^тканина/ ^крон' \ / 

Інтенсивність виведення лікарської сполуки з досліджуваним видом екскрету характеризу­
ється екскреторним кліренсом, що відображає швидкість звільнення одиниці об'єму крові від 
препарату в результаті його екскреції. При дослідженні екскреції лікарської сполуки з сечею 
оцінюється нирковий кліренс (CLR), що визначається відношенням швидкості екскреції до 
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середньої концентрації препарату у відповідний період часу або відношенням кумулятивної 
екскреції (Ме) до AUC препарату в крові: 

CLR - MC/AUC. (6) 
Ненирковий кліренс (CLNR) лікарської речовини оцінюється за різницею між загальним і 

нирковим кліренсом: 

При позасудинному введенні лікарської речовини характеристика її фармакокінетичних 
властивостей включає оцінку параметрів MRT, Т1/2, уявного кліренсу (Ccv - відношення дози 
до AUC), а також параметрів біодоступності f (абсолютний ступінь всмоктування) і МАТ (се­
редній час всмоктування) при наявності даних про фармакокінетику препарату при внутріш-
ньосудинному введенні. Величина f може бути обчислена із співвідношення AUC при позасу­
динному (ev) і внутрішньосудинному (iv) введеннях лікарської речовини: 

f=AUCev/AUCiv, (8) 
а МАТ - за різницею між значеннями MRTCV і MRTiv: 

МАТ - MRTCV - MRTIV. 
Разом з наведеними вище формулами для иемодельних параметрів можуть бути використа­

ні і значення фармакокінетичних констант, визначених у процесі математичного моделюван­
ня фармакокінетики лікарських речовин. 

Крім перелічених параметрів, можуть бути наведені показники максимальної концентра­
ції (СМ11Х) лікарської речовини і час її досягнення (Тмах), а також будь-які інші розрахункові 
величини, що були використані при моделюванні фармакокінетики ліків авторами дослід­
ження. 

У тих випадках, коли фармакокінетика лікарської речовини є нелінійною, характеристика її 
фармакокінетичних властивостей може бути обмежена приведенням значень AUC, Т1/2, а та­
кож Смах, і Тмах у випадку позасудинного введення. 

Камерне моделювання фармакокінетики лікарських сполук 
Процеси надходження до внутрішнього середовища, розподілу в організмі метаболізму та 

екскреції ліків і їх метаболітів традиційно оцінюють, використовуючи камерні моделі. 
Критерієм вірності поділу організму на деяку кількість камер є не ступінь наближення до 

анатомо-фізіологічної структури, а виключно принцип математичної правдоподібності. Вибір 
тієї чи іншої моделі для інтерпретації результатів фармакокінетичних дослідів повинен відпо­
відати загальним принципам моделювання у прикладній математиці, котрі забезпечують най­
кращий ступінь надійності прогнозування «поведінки» лікарського засобу в організмі за тих 
чи інших умов. 

Припускається, що доза (D) ліків необоротно з константою швидкості процесу першого по­
рядку (к01) надходить до ін'єкційної камери моделі (1). Якщо введення внутрішньосудинне 
(к01->оо), вся доза (D) миттєво надходить у (1) і початкова концентрація (С0) препарату у (1), 
що іноді співпадає з початковою концентрацією у крові, складає C0=D/Vi (Vj - об'єм камери 
(1)). Ін'єкційна камера зворотно або незворотно пов'язана із низкою інших камер, а вони між 
собою - процесами першого порядку з константами швидкості (ky, ij - напрям масопереносу 
ліків з і-тої камери до j-тої). Ліки всередині кожної камери (i-j) рівномірно розподілені в її 
об'ємі (V,). Процеси екскреції - необоротні, першого порядку, з константами швидкості (нап­
риклад, якщо j-та камера - екскреційна: к^). При моделюванні згідно з однокамерною, одно­
камерною зі всмоктуванням, двокамерною і двокамерною зі всмоктуванням моделями (що 
складають основу фармакокінетичного аналізу), ін'єкційна камера (1) одночасно функціонує 
і як екскреційна і має назву «центральна». 

/. Однокамерна модель. У однокамерній моделі весь організм представлено однією камерою 
(1). Таке уявлення рівнозначне припущенню про фармакокінетичну однорідність усіх тканин, 
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до яких препарат може проникати. Однокамерність моделі припускає не однакові значення 
концентрації у тес г-тканині та інших тканинах, об'єднаних поняттям камери, а лише постійне 
співвідношення між рівнями препарату в них у період спостереження за фармакокінетикою 
(що для і-тої камери досягається за умов: ktl та кп» к01 та к1с), тоді камери (1) і (і) можуть бу­
ти формально об'єднані в одну (1)). 

Існує два варіанти однокамерної моделі. Перший передбачає миттєве надходження препара­
ту безпосередньо до камери - однокамерна модель без всмоктування при внутрішньосудинно-
му введенні; другий - надходження препарату в організм протягом деякого проміжку часу -
однокамерна модель зі всмоктуванням, при всіх інших способах введення. 

2. Двокамерні моделі. При аналізі концентраційних кривих фармакокінетики часто виявля­
ється їх біекспоненційність. Тоді припускають, що у сукупності тканин і біологічних рідин ор­
ганізму можна виділити дві групи, що репрезентуються двома камерами (тобто організм роз­
глядається у рамках двокамерної моделі), які відрізняються швидкістю процесів зворотного 
масопереносу ліків. Оскільки проникнення препарату до тієї чи іншої тканини залежить від її 
кровопостачання, відносно доступними для препарату звичайно вважають кров, інтерстицій-
ну рідину та сильно васкуляризовані тканини серця, мозку, легенів, нирок, печінки і ендок­
ринних залоз, а менш доступними - решту тканин. Класифікація тканин за цим принципом є 
умовною, тому що характер розподілу препарату в організмі залежить від багатьох інших фак­
торів (розчинність у ліпідах, зв'язування з альбумінами крові, білками різної природи у тка­
нинах та ін.). Але вона допомагає пов'язати фізіологічні уявлення з апроксимацією фармако­
кінетики ліків двокамерною кінетичною схемою (моделлю), центральна камера (1) якої реп­
резентує першу групу тканин, а периферична (2) - другу. Вони пов'язані зворотним процесом 
масопереносу з константами швидкості процесу першого порядку (к12 і к21). За аналогією з 
однокамерною моделлю кінетики ліків у організмі існують двокамерна модель без всмокту­
вання та зі всмоктуванням, відповідно. 

На відміну від наведених вище класичних, але формальних моделей, перфузійні (фізіологіч­
ні) моделі грунтуються на уявленнях про пропорційний зв'язок між кров'ю і тканинами і ін­
тенсивністю кровопостачання останніх, що дозволяє надати камерам моделі реальний фізич­
ний зміст, оцінити параметри, що характеризують процеси розподілу препаратів у крові та ор­
ганах, а не у камерах. 

Засоби математичного опису перфузійних моделей принципово аналогічні класичному 
(формальному). Але замість констант типу (Ц, kj,) до рівняння вводять параметри швидкості 
кровотоку крізь орган (Q), коефіцієнти розподілу препарату між органом і кров'ю (R), кон­
станти Міхаеліса-Ментен (якщо процеси нелінійні, наприклад, реакції метаболізму; ізотерми 
зв'язування у випадку формалізації їх взаємодії з білками крові). У цих випадках застосову­
ють методи числового інтегрування з використанням ЕОМ. 

Нелінійні (ферментативні) моделі 
Якщо одним з істотних процесів елімінації ліків у організмі є ферментативний процес (що 

при високому рівні вмісту препарату у метаболічній камері перебігає як нелінійний), виникає 
необхідність введення у систему рівнянь, що описують фармакокінетику ліків, нелінійного 
(ферментативного) процесу в інтегральній формі. 

Основні величини (параметри), методи їх обчислення та вибір моделі для обчислення дос­
лідних даних (кінетики вмісту ліків у крові ~ плазмі, сироватці) детально наведені у методич­
ному посібнику «Методические рекомендации по компьютерным расчетам фармакокинети-
ческих параметров лекарственных средств (линейные частевые модели)», затвердженому 
Державним фармакологічним центром МОЗ України. 

Вивчення метаболізму лікарських препаратів 
Для нових лікарських препаратів (група І) при проведенні фармакокінетичного досліджен­

ня у більшості випадків доцільним є не лише визначення параметрів розподілу в органах і тка­
нинах та виділення з організму вихідної сполуки або загальної кількості радіоактивного мате-

522 Доклінічні дослідження лікарських засобів (методичні рекомендації) 



Розділ IV 
ріалу (якщо у розпорядженні дослідника є мічений аналог ліків), але й дослідження їх мета­
болізму в організмі лабораторних тварин. 

Основною характеристикою ступеня трансформації екзогенних сполук (зокрема - ліків) в 
організмі у метаболіти є величина відносної ефективності екскреції вихідної сполуки з орга­
нізму у незміненому вигляді (ЮІ): 

g SB]t 

де fSSB]t - сумарна кількість виведеної з організму у незміненому стані вихідної сполуки за 
час досліду t, t > 5Т,/2, після її введення у дозі (D„). 

Застосування цього показника доцільне при можливості кількісного визначення вихідної 
сполуки у сечі, калі, а за необхідності - й у повітрі. Тоді дослідження не потребує застосуван­
ня мічених сполук. 

Другий (надійніший) показник - величина відносної ефективності біотрансформації (оо2), 
що визначається на підставі даних сумарної екскреції незміненої вихідної сполуки (міченої 
радіонуклідом), та кількість загального радіоактивного матеріалу [£ScyM]t за тих же умов 
(t > 5Т1/2): 

[SS ] 
ю ' [2S ] 
Якщо величина (ot невірогідно відрізняється від одиниці, а со2 - від нуля - екзогенна сполу­

ка в організмі підлягає біотрансформації у незначній мірі. 
Загалом, ліки за показниками метаболізму можна поділити на такі групи: 
а) сполуки, що переважно виділяються з організму у незміненому стані (co^l, w2«0, наприк­

лад, закис азоту, діетиловий ефір та ін.); 
б) ліки, що інтенсивно перетворюються у неактивні метаболіти (со^О, <в2«1, наприклад, ло-

разепам, тазепам, 0,9 введеної дози яких виділяється у вигляді глюкуронових кон'югатів); 
в) ліки, що трансформуються у метаболіти, декотрі з яких є фізіологічно активними. Динаміка 

їх фармакологічного ефекту обумовлена присутністю в організмі «ансамблю», складовими части­
нами якого є незмінена вихідна сполука та сума фармакологічно активних метаболітів (наприк­
лад, діазепам і його вільні (некон'юговані) метаболіти - диметилдіазепам, оксазепам та ін.). 

г) проліки (метаболічні попередники лікарських сполук), фармакологічний ефект яких обу­
мовлений їх біотрансформацією в організмі у фармакологічно активні метаболіти. Власної 
фармакологічної активності вихідні сполуки (проліки) не виявляють (наприклад, проліки -
пронтозил, пентидамідобензофенони, їх метаболіти - стрептоцид, 1,4- бенздіазепіни). 

Для першої («а») групи сполук (якщо експериментально доведено, що (со^І), а для другої 
(«б») групи (якщо доведено, що метаболіти не виявляють фізіологічної, тобто, фармакологіч­
ної та токсичної дії) детальне вивчення метаболізму недоцільне. 

Для коректного фармакокінетичного аналізу ліків третьої («в») та четвертої («г») груп, не­
обхідним с дослідження часового вмісту в органах і тканинах та екскреції вихідних сполук та 
їх активних метаболітів. При вивченні фармакокінетики проліків (група «г») необхідним є 
паралельне дослідження розподілу в організмі і екскреції фізіологічно активних метаболітів 
(ліків) при їх безпосередньому введенні лабораторним тваринам. Якщо величини відносних 
ефективностей екскреції незмінених ліків (coj) та біотрансформації (со2) невідомі або не мо­
жуть бути визначені через відсутність міченого аналогу та кількісних методів визначення у 
екскретах вихідної сполуки, підставами до ретельного вивчення метаболізму можуть бути та­
кі факти: 

1. Сполука активна у дослідах in vitro, але неактивна (або проявляє істотно відмінні кількіс­
ні чи якісні показники активності) in vivo. 

2. Відсутня однозначна залежність «доза-ефект» при одноразовому введені сполуки тваринам. 
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3. Показники залежності «доза-ефект», зокрема величина ЕД50, змінюються на фоні трива­
лого попереднього введення ліків. 

4. Показник залежності «доза-ефект», величина Емакс (ЕмаК(. - EK0F1Tp; Емакс/Екотр) залежить від 
часу досліду при одноразовому введенні ліків. 

5. Проявляються видові або статеві відмінності у фармакологічному чи токсикологічному 
експериментах. 

На підставі хімічної структури сполуки можна апріорно зробити припущення про основні 
напрямки її метаболізму детерміновані генетично. Останнє стосується ацетилтрансфераз, які 
каталізують приєднання ацетильної групи до аміногруп екзогених сполук, якщо субстанція 
мічена дейтерієм; глюкуронової кон'югації первинних, вторинних і третинних оксогруп тощо. 

Вивчення процесів метаболізму ліків у організмі здійснюється за такою схемою: 
1) дослідження показників розподілу і екскреції вихідної сполуки; визначення величини cot; 
2) дослідження показників розподілу і екскреції загальної радіоактивності з організму дос­

лідних тварин після введення їм мічених радіонуклідом ліків; визначення со2; 
3) дослідження показників розподілу і екскреції основних груп метаболітів із відмінними 

фізико-хімічними властивостями: вільних, кон'югованих, зв'язаних з білками біопроб, залиш­
кових водорозчинних тощо; 

4) дослідження показників розподілу і екскреції окремих метаболітів. Цьому етапу передує 
визначення фізико-хімічними методами їх структури та фізико-хімічних властивостей; 

5) порівняльне дослідження показників екскреції та розподілу вихідної сполуки, сумарної 
радіоактивності, основних груп метаболітів та їх окремих представників (аналогічно пунктам 
1-4) за умов попереднього тривалого введення ліків та їх мічених аналогів. Необхідний етап 
при дослідженні показників накопичення ліків у організмі за умов нелінійності процесів їх бі­
отрансформації, індукції (репресії) ферментних систем та інших чинників, що змінюють від­
носну ефективність кінетики їх масонереносу і метаболізму в організмі; 

6) порівняльне дослідження показників екскреції та розподілу фізіологічно активного мета­
боліту (продукту біотрансформації ироліків) при безпосередньому його введенні до організ­
му у зіставленні з аналогічними показниками, що визначаються за умов введення тваринам бі­
охімічного попередника метаболіту (проліків). 

Вивчення метаболізму грунтується на кількісних фізико-хімічних методах визначення ви­
хідної сполуки та продуктів їх біотрансформації (радіометричних, спектрофотометричних, 
спектрофлюориметричних, полярографічних, тощо), яким передують процеси попереднього 
виділення (екстракційні методи) очищення від коекстрактивних речовин та розділення (хро­
матографічні методи). Встановлення структури метаболітів звичайно здійснюється методами 
мас-спектрометрії, хромато-мас-спектрометрії, інфрачервоної спектрометрії. Оптимальним є 
зустрічний синтез структурних аналогів метаболітів та порівняння їх фізико-хімічних власти­
востей з сполуками, що були виділені з біологічного матеріалу. 

2. Фармакокінетичні дослідження лікарських речовин 

Фармакокінетичні дослідження оригінальних (нових) лікарських речовин 
та препаратів у нових лікарських формах 

Дослідження фармакокінетики нових і таких, що не застосовувалися раніше як лікарські речо­
вини, а також комбінованих препаратів, що містять відомі (такі, що застосовувались раніше) і но­
ві речовини, доцільно проводити з використанням мічених аналогів нових лікарських сполук. 

Рекомендується синтезувати 14С- або 3Н- сполуки-аналоги нових речовин з питомою актив­
ністю (АМШІ)=0,1-5,0 Ки/моль (3,7-185 ГБк/моль) і здійснити визначення їх вмісту в біологіч­
них середовищах (крові, плазмі, органах і тканинах дослідних тварин, їх екскретах) на основі 
рідинної сцинтиляційної фотометрії та зонної або скануючої радіохроматографії. Виконання 
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наведених рекомендацій дозволяє оцінити кінетичну схему речовини, визначити відносну 
ефективність екскреції та біотрансформації сполуки та її метаболітів; визначити статистично 
коректні фармакокінетичні параметри при подальшому моделюванні досліджуваних процесів. 

Методичні переваги використання мічених сполук при дослідженні фармакокінетики нових 
лікарських речовин значно перевищують витрати, пов'язані з необхідністю синтезу відповід­
них радіоактивних зразків, і відповідають рівню розвитку і вимогам сучасної світової експе­
риментальної фармакології. 

3. Рекомендація вибору дози лікарської речовини для 
І фази клінічних випробувань 

При дослідженні біодостуиності відтворених ліків (група II) значення величин відносної і 
абсолютної (якщо виникає необхідність) біологічної доступності, визначені в експерименті, є 
достатньо однозначною рекомендацією, яка може бути врахована при плануванні клінічних 
випробувань. 

На підставі фармакокінетичних досліджень нових речовин (групи І і III) необхідне форму­
лювання ряду фармакокінетичних характеристик, рекомендацій і методичних вказівок для 
клінічних випробувань: 

1. Загальні фармакокінетичні характеристики ліків: 
а) біологічна доступність (абсолютна і відносна), припущення щодо біодоступності при клі­

нічних випробуваннях; 
б) основні шляхи метаболізму, його відносна ефективність, можливості клінічних дослід­

жень вмісту метаболітів в біологічних рідинах; 
в) особливості кінетичної схеми розподілу з наведенням органів (тканин) «депо» чи відсіків 

(зон) повільного обміну препаратів, характеристики фармакокінетичної фази взаємодії пре­
парату і організму (наприклад: препарат з пролонгованою дією, або що інтенсивно трансфор­
мується у неактивні метаболіти і т.д.). 

2. Рекомендації з вибору дози лікарської речовини. 
Відповідно до загальноприйнятих уявлень, вибір дози лікарської речовини для І фази (оцінки 

переносності, безпечних схем введення, фармакокінетичних властивостей) клінічних випробу­
вань здійснюється на підставі результатів токсикологічних дослідів. Разом з тим, для препаратів, 
що характеризуються значним терапевтичним індексом, така доза може бути оцінена за даними 
комплексної фармакодинаміки і фармакокінетики лікарської речовини у тварин. У таких випад­
ках розрахунок ефективної дози базується на співвідношеннях між масою (т ) і поверхнею тіла 
(S) людини і тварини. При цьому припускається, що мінімальна ефективна доза, віднесена до (S), 
у людини і тварини однакова. Для відповідних підрахунків доцільно користуватись таблицею. 

Таблиця 
Співвідношення між дозами лікарської речовини у людини (маса тіла - 70 000 г) і тварин 

(у дужках - стандартна маса тіла в г) 
Миша 

(20) 
Щур 
(200) 

Мурчак 
(400) 

Кроль 
(1500) 

Кішка 
(2000) 

Мавпа 
(4000) 

Собака 
(12000) 

Людина 
(70000) 

387,9 56,0 31,5 14,2 13,0 6,1 3,1 1,0 
Примітка: S(CM2) = 11,2 т2/3 

Для отримання результату дозу у тварин потрібно помножити на число, вміщене у відповід­
ній графі таблиці. Наприклад, якщо мінімальна ефективна доза лікарської сполуки для щура 
масою 200 г складала 10 мг, то відповідна доза для людини масою 70000 г буде у 56 разів ви­
щою, тобто 560 мг. Наведений підхід с одним з висновків «теорії подібності», що припускає 
нелінійне зростання фізіологічних параметрів (у) зі збільшенням маси тіла (т) : 

Y = ать, де b = 0,25-0,75. 
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Слід враховувати, що використана в експериментальному фармакокінетичному досліджен­
ні доза не обов'язково є оптимальною для фармакотерапевтичних цілей. 

На підставі визначених параметрів фармакокінетики ліків доцільно розрахувати прогноз її 
накопичення, рівні коливання концентрацій при тривалому введенні; зробити порівняння 
цих параметрів зі значеннями граничних допустимих і терапевтичних концентрацій у плазмі 
крові. ' 

3. За результатами експериментальних досліджень, в усякому разі, у випадках, коли фарма­
кокінетика лікарської речовини описується одночастинною моделлю, можливе прогнозуван­
ня її фармакокінетичного профілю у людини. При цьому припускається, що внутрішньосу-
динне введення препарату людині у дозі, яка в перерахунку на одиницю поверхні тіла еквіва­
лентна використаній у дослідах на тваринах, забезпечує створення у крові людини такої ж по­
чаткової концентрації. Подальше зниження рівнів лікарської речовини можна прогнозувати з 
урахуванням співвідношення між значенням Т]/2 у тварин і людини: 

Ті/2 = ( т л ю д / т и і а р . ) ' " М/21вар. 
Більше того, за допомогою прогнозування значення Т1/2 можна орієнтовно оцінити необхід­

ну тривалість спостережень за концентрацією препарату при клінічних дослідженнях фарма­
кокінетики, а отже, провести його цілеспрямовано. ' • 

4. Рекомендації з використання фізико-хімічних та інших методів кількісного визначення 
ліків та їх метаболітів у біологічних рідинах людини. 

Перелічені рекомендації не є обов'язковими. Клінічні випробування плануються на підста­
ві ряду медичних і медико-біологічних показників, що забезпечують ефективність і безпеч­
ність застосування препаратів, що досліджуються. Результати фармакокінетичного аналізу, 
рекомендації і прогнози потрібно приймати до уваги при плануванні клінічних випробову­
вань поряд з іншими показниками. 

4. Звітна документація про фармакокінетичне дослідження 
У звіті про дослідження фармакокінетики повинні бути наведені відомості про використа­

них лабораторних тварин (вид, лінія, стать, вік, маса тіла), їх утримування до досліджений, 
стан на час проведення дослідження (притомність чи наркоз). При роботі з наркотизованими 
тваринами повинні бути наведені дані про застосовані препарати, їх дози і т.д. 

Необхідно навести інформацію про способи введення препаратів і відбору біоматеріалу, під* 
готовку і збереження проб. Важлива також інформація про стабільність нових лікарських ре­
човин і про максимальний термін зберігання зразків біорідин, що їх вміщують. Необхідно док­
ладно описати методику визначення концентрації препаратів у біологічних рідинах. Охарак­
теризувати використанні реактиви, дати відомості про застосовані прилади і обладнання. 
Метрологічні характеристики методики повинні включати пороги чутливості, діапазон ліній­
ності, точність, відтворюваність. Результати визначення концентрації лікарської речовини ба­
жано навести у графічній формі. 

Слід вказати методи обрахунку параметрів фармакокінетики. Якщо при цьому використо­
вувалась комп'ютерна техніка, потрібно навести дані про застосовані програмні засоби. 

Насамкінець слід навести орієнтовні дози для І фази клінічних випробувань і період напів-
виведення оригінальної лікарської речовини, оцінені способами, викладеними у розділі 1. 
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