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ПРАКТИЦІ ОХОРОНИ ЗДОРОВ’Я

ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ МНФК ГРІНІЗАЦІЯ ГРІН МІКС   
(GRІN MIX) І ГРІН ПРО (GRІN PRO) НА ПРОЦЕСИ 
АНТИОКСИДАНТНОГО ЗАХИСТУ ЗА УМОВ РОЗВИТКУ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ТОКСИЧНОГО ГЕПАТИТУ
Дробінська О. В., Остапченко Л.І., Булавка А.В.

Київський національний університет імені Тараса Шевченко
Резюме. У динаміці розвитку токсичного гепатиту (4, 14, 28 день після введення СCl4) в гепатоцитах щурів досліджено вміст малонового диальдегіду (МДА) і активність ключових ферментів антиоксидантного захисту. Встановлено стійкі порушення окислювального гомеостазу з накопиченням продуктів перекисного окислення ліпідів (МДА), що пов’язано із недостатньою ефективністю функціонування антиоксидантної системи. Застосування мультинутрієнтного комплексу “Грін Мікс” та “Грін Про” ефективно сприяло стабілізації прооксидантно-антиоксидантної рівноваги (вміст продуктів перекисного окислення ліпідів і активність  ферментів антиоксидантного захисту (супероксиддисмутази і каталази) були в межах контрольних величин.
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ВСТУП
Найбільш поширеною формою ураження печінки, що займає істотне місце серед причин непрацездатності населення є гепатит. Дана патологія характеризується як дифузійний запальний процес у печінці, який має поліетиологічну природу. Причини гепатиту – різноманітні: віруси, алкоголь, медикаменти, виробничі отрути, хімікати, пестициди, продукти побутової хімії, метаболічні порушення при ендокринних хворобах, гіпоксія й ін. [1]. Досі невідомі молекулярні механізми, що призводять до істотних змін ферментативних систем гепатоцитів за умов токсичного впливу. Це має важливе значення з однієї сторони для виявлення ензиматичних порушень (ензимопатій) і встановлення характеру метаболічних змін, що розвиваються при токсичному гепатиті. Одним з патогенних факторів даного захворювання є порушення балансу між інтенсивністю дії прооксидантних факторів і потужністю антиоксидантної системи клітини, що призводять до надмірної активації процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) – окисному стресу. Перекиси, радикали ненасичених жирних кислот ушкоджують мембрани гепатоцитів, що викликає появу додаткових каналів у мембранах через які здійснюється обмін електролітами і водою з міжклітинною рідиною [2,3], порушується доступ субстратів до ферментів, локалізованих у мембранах, регуляція внутрішньоклітинного обміну, що може призвести до роз'єднання фосфорилювання і загибелі клітини [1,4,5]. 

Каталаза забезпечує руйнацію перекису водню, а супероксиддисмутаза (СОД) забезпечує детоксикацію суперокидного радикала. Відомо, що ці ферменти визначають стійкість гепатоцитів до дії вільних радикалів [6,8]. 
Іншою, не менш важливою молекулою, що бере участь у реакціях окисного стресу і механізмах антиоксидантного захисту є оксид азота. NO діє як скавенджер кисневих радикалів, але може посилювати ефекти супероксидного радикала або інгібувати продукцію TNF-α, індуковану ендотоксинами. 

Оксид азоту синтезується в організмі людини і тварин із L-аргініну за допомогою цитохром Р-450-подібних гемопротеінів NO-синтаз (NOS). Активація NO-синтази призводить до гіперпродукціїї оксиду азоту, надлишковий рівень якого може проявляти пошкоджуючу дію на клітини. NO може бути агресивним фактором за рахунок своєї здатності при певних умовах пригнічувати циклооксигеназу, посилювати цитотоксичність пероксиду водню, ініціювати апоптоз клітин. Оксид азоту  реагує з клітинними залізовмісними білками (такими, як аконітаза циклу Кребса, комплекси І–ІІІ мітохондріального ланцюга переносу електронів) і шляхом S-нітрозилювання повністю їх інактивує. У присутності кисню утворюються активні інтермедіати NO (включаючи пероксинітрит ONOO–), що прямо проявляє цитотоксичну дію [9]. Гіперпродукцією оксиду азоту також обумовлено інгібування гліцеральдегід – 3-фосфатдегідрогенази шляхом рибозилювання і нітрозилювання. Це призводить до гальмування гліколізу і, як наслідок, до порушення енергетичного метаболізму. Всі ці небажані ефекти опосередковані активацією NOS та надмірним виробленням  NO, при якому проявляється цитотоксичний ефект оксиду азоту.
Останнім часом ведеться пошук препаратів природного походження, які володіють антиоксидантними та гепатопротекторними властивостями і можуть застосовуватися при різних патологічних станах печінки. Такі препарати мають цілий ряд позитивних переваг: легко засвоюються, мають природні біологічні шляхи трансформації і виведення із організму, що дає можливість їх довготривалого застосування.

Метою роботи було дослідження антиоксидантних властивостей дієтичних добавок Грінізація Грін Мікс (Green Mix) і Грін Про (Green Pro) за умов експериментальної моделі гострого токсичного гепатиту. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
В дослідах використовували білих нелінійних щурів самців масою 180-220 г. Щурів утримували на стандартному раціоні віварію. Модель експериментального гострого токсичного гепатиту створювали інтрагастральним введенням масляного 50 %-ого розчину тетрахлорметану (4 мл/кг) [6]. Мультифункціональні дієтичні композиції “Grin Mix” (МФК1) і “Grin Pro” (МФК2) вводили щурам через зонд (0,142г/100 г) протягом 28 днів. 

До складу дієтичної добавки “Grin Mix”(виробник Україна) входить кумис із кобилячого молока, стабілізований харчовим етиловим спиртом; екстракти часнику, цибулі, плодів перцю, чебрецю, подорожника, петрушки, алое, кропиви, хвощу, любистку; спіруліна; омега комплекс жирів морських риб; білки перепелиних яєць; обліпихова та лляна олія; сорбат калію.

До складу дієтичної добавки “Grin Pro” (виробник Україна) входить порошок на основі перепелиного м’яса, свинини та яєць (стабілізований шляхом обезводнення та стерилізований); порошок спіруліни.

Харчові добавки Грінізація Грін Мікс (Green Mix) і Грін Про (Green Pro) рекомендовані до застосування в раціонах дієтичного споживання з метою загального зміцнення організму, підтримки фізичної та розумової працездатності, для реабілітації хворих на хронічний гепатит.

Експериментальні дослідження проводили на 4, 14 і 28 добу після закінчення введення СCl4. Гепатоцити виділяли за методом [8]. Вміст малонового діальдегіду визначали на спектрофотометрі при (=532 нм [10]. Активність супероксиддисмутази вимірювали за методом Чеварі [11]. Активність каталази вимірювали за методом Королюк [12]. Визначення активності синтази оксиду азоту здійснювали за методикою [13]. Кількість білка вимірювали за методом Бредфорд [14]. Статистичну обробку даних проводили загальноприйнятими методами варіаційної статистики. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Чотирьоххлористий вуглець (ССl4) є сильним гепатотоксичним чинником, який викликає жирове переродження і некроз печінки. В основі патогенної дії ССl4 лежить його здатність утворювати високоактивні радикали  (ССІ3, НОСІ,СІ) і активні форми кисню. 

З метою вивчення активності вільнорадикальноих процесів на моделі експериментального гострого токсичного гепатиту досліджували вміст малонового диальдегіду (МДА). 

В результаті проведених досліджень, нами було встановлено (мал.1), що у порівнянні з контрольною групою тварин статистично достовірно підвищується вміст МДА в 3 рази на 4-ту добу після введення ССl4. Високий рівень МДА зберігається на 14 та 28 добу і перевищує контрольні значення в 3 і 2 рази, відповідно. На моделі експериментального токсичного гепатиту було встановлено, що комплексне застосування МФК1 та МФК2 протягом 14 діб і 28 діб призводить до інгібування процесів ПОЛ в гепатоцитах щурів вже на 14 добу, що підтверджується зниженням вмісту МДА до рівня фізіологічних значень з подальшим зменшенням вмісту МДА в 2 рази в порівнянні з контрольною групою тварин на 28 добу.
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Мал. 1 Вміст МДА в гепатоцитах щурів за умов експериментального токсичного гепатиту та при комплексному застосуванні МФК1 та МФК2  (М±m)

* - р < 0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю

Нами було показано, що за умов розвитку гострого токсичного гепатиту в гепатоцитах печінки відбувається зростання рівню МДА, що пригнічується на фоні введення комплексу природних антиоксидантів. Тому є доцільним дослідити активність ферментів антиоксидантної системи (супероксиддисмутази і каталази) за умов розвитку токсичного гепатиту та при комплексному застосуванні препаратів МФК1 і МФК2.

Результати досліджень, що характеризують активність каталази і СОД у гепатацитах щурів, а також при введенні препаратів МФК1 і МФК 2 наведено в таблиці 2.
В результаті проведених нами досліджень було встановлено, що активність СОД та каталази істотно зростає (на 166% і 75% ) на 4 добу після введення ССl4. Підвищення активності ферментів антиоксидантної системи (АОС) співпадає з накопиченням токсичного продукту ліпопероксидації - МДА.
Таблиця 1.

Активність каталази та супероксиддисмутази в гепатоцитах щурів за умов експериментальної моделі гострого токсичного гепатиту та після комплексного введення дієтичних добавок  МФК1 та МФК2  (М±m)

	Групи тварин
	Каталазна активність мкмоль Н2О2 / (мг білку * хв)
	Активність СОД ум. од. / (мг білку * хв)

	контроль
	3,63(0,024
	1,985(0,013

	        гострий гепатит (4 доби)
	6,36(0,076*
	5,28(0,079*

	гепатит (14 діб)
	2,26(0,020*
	2,63(029*

	гепатит (28 діб)
	1,15(0,018*
	2,37(0,026

	гепатит (14 діб) + МФК1 + МФК2
	4,9(0,083
	1,73(0,034

	гепатит (28 діб) + МФК1 + МФК2
	3,51(0,024
	1,82(0,021


Примітка: * - р < 0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю
На 14 і 28 добу активність СОД була в межах фізіологічних величин, тоді як активність каталази була нижче на 38% і 68%  в порівнянні з контрольною групою тварин. Зниження активності каталази сприяє накопиченню токсичного продукту дисмутації супероксидного аніон радикалу-пероксиду водню і свідчить про швидке виснаження систем антиоксидантного захисту за умов гострого токсичного гепатиту, що призводить до ушкодження молекул ферментів продуктами перекисного окислення. 

За умов експериментальної моделі гострого токсичного гепатиту комплексне застосування “Grin Mix” і “Grin Pro” як на 14, так і на 28 добу стабілізувало прооксидантно-антиоксидантну рівновагу, що підтверджується зниженням вмісту МДА у ці ж терміни дослідження. 

Зниження інтенсивності процесів ПОЛ в гепатоцитах печінки сприяє їх проліферації, забезпечуючи необхідний пул SН-вмісних сполук і поліненасичених жирних кислот.

Оксид азоту (NO) може бути агресивним фактором за рахунок своєї здатності при певних умовах пригнічувати циклооксигеназу, посилювати цитотоксичність пероксиду водню, виступати одним із патогененних факторів розвитку гепатиту, ініціювати апоптоз гепатоцитів при гострих та хронічних активних вірусних гепатитах, гепатоцелюлярній карциномі, алкогольних ураженнях та при відторгненні трансплантованої печінки. Нами встановлено, що на 4 і 14 день після введення ССІ4 активність NO – синтази статистично достовірно збільшувалась на 142% і 80% в порівнянні з контрольною групою тварин, а на 28 добу була в межах фізіологічної норми (мал.2), що співвідноситься із зростанням активності СОД у ці ж терміни досліджень.
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Мал.2 Активність NO - синтази в гепатоцитах щурів за умов токсичного гепатиту та після введення МФК1 та МФК2.
* - р < 0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю

Комплексне застосування МФК1 та МФК2 призводить до зниження активності  NO-синтази на 50% (14 доба) за умов розвитку експериментального токсичного гепатиту, а на 28 добу  активність NO-синтази була в межах контрольних значень.
ВИСНОВКИ
1. За умов експериментального токсичного гепатиту встановлено порушення прооксидантно-антиоксидантної рівноваги у бік накопичення токсичного продукту ліпопероксидації - малонового диальдегіду.

2. Зміни активності основних ферментів антиоксидантного захисту СОД та каталази не сприяли знешкодженню токсичних продуктів ліпопероксидації під час гепатиту.

3. Комплексне застосування мультифункціональних композицій Grin Mix і Grin Pro суттєво впливало на активність ключових ферментів антиоксидантного захисту, нормалізувало процеси ПОЛ і антиоксидантний статус клітин.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ МНФК  ГРИНИЗАЦИЯ ГРИН МИКС (GREEN MIX) И ГРИН ПРО (GREEN PRO)” НА ПРОЦЕССЫ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ ПРИ РАЗВИТИИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ТОКСИЧЕСКОГО ГЕПАТИТА

Дробинская О.В., Остапченко Л.И., Булавка А.В.
Резюме. В динамике развития токсичного гепатита (4, 14, 28 день после введения СCl4) в гепатоцитах крыс исследовано содержание малонового диальдегида (МДА) и активность ключевых ферментов антиоксидантной защиты. Установлены нарушения окислительного гомеостаза с накоплением продуктов перекисного окисления липидов (МДА), что связано с недостаточной эффективностью антиоксидантной системы. Применение мультифункционального комплекса “Грин Микс” и “Грин Про” эффективно стабилизировало прооксидантно-антиоксидантному равновесие (содержание продуктов перекисного окисления липидов и активность  ферментов антиоксидантной защиты (супероксиддисмутазы и каталазы) были в рамках контрольных величин. 
Ключевые слова: гепатит, антиоксидантные ферменты, супероксиддисмутаза, каталаза, NO- синтаза, перекисное окисление липидов.
“ GREEN MIX  AND GREEN PRO - GRINIZATION” DIETARY COMPLEXES INFLUENCE ON THE STATE OF ANTIOXIDANT SYSTEM IN RAT HEPATOCYTES UNDER EXPERIMENTAL MODEL OF TOXIC HEPATITIS
O. V. Drobinska, L.I. Ostapchenko, A.V.Bulavka
Summary. The content of malonic dialdehyde (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) and the activity of antioxidant enzymes were investigated in rat hepatocytes under toxic hepatitis. The infringements of oxidizing homeostasis were established. The application of multifunctional nutritive complexes “Green Mix” and “Green Pro” showed effective results in stabilization antioxidant balance. The contents of peroxidation products and activity of antioxidant enzymes were within the framework of control sizes. 
Key words: hepatitis, antioksidantnye enzymes, superoksiddismutaza, katalaza, NO- sintaza, perekisnoe oxidization of lipidov.
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