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         Изучено влияние гепатопротектора фосфолипидной природы эссенциале и комбинации эссенциале с 
       ,    янтарной кислотой на метаболизм печени при экспериментальном поражении вызванном у крыс парацета-

.       —    молом В результате терапии уменьшалась гепатотоксичность парацетамола в крови снижались актив-
 ,  ,  ,    ность аминотрансфераз щелочной фосфатазы содержание билирубина в гомогенатах печени уменьшалась 

 продукция  ,     . диеновых конъюгатов оснований Шиффа и малонового диальдегида Э   ссенциале улучшал со-
  ,        пряженность окислительного фосфорилирования но не влиял на кинетические параметры дыхательной ак-

  .        тивности митохондрий печени Совместное введение эссенциале и янтарной кислоты нормализовало дыха-
   .тельную функцию митохондрий печени
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The influence of hepatoprotector phospholipid nature Essentiale and Essenciale combination with succinic acid on the metabolism of liver injury caused by 

Paracetamol in rats has been investigated. As a result of therapy was decreased Paracetamol hepatotoxicity — in the blood reduced the aminotransferases, al-

kaline phosphatase activity, bilirubin content, in liver homogenates decreased production of diene conjugates, Schiff bases and malondialdehyde. Essentiale im-

proved the oxidative phosphorylation conjugacy without influence on liver mitochondria respiratory activity kinetic parameters. Combined application of Essentiale and 

succinic acid normalized the liver mitochondria respiratory function.

Key words: Paracetamol, Essenciale, succinic acid, liver, mitochondria.

УДК 616.36-099:615.212]-092.9-085:615.244:615.31:[547.476.4+547.9]

Введение
    Многие лекарственные средства в терапев-

     тических дозах воздействуют на систему энер-
   —  гопродукции в печени ингибируют дегидроге-

, ,   назы аминотрансферазы в митохондриях бло-
    кируют либо шунтируют транспорт электронов 

 ,   дыхательной цепи разобщают окислительное 
 [3].   фосфорилирование При поражении печени 

   свободными радикалами парацетамола продук-
     ты липопероксидации и свободные ионы каль-
 ция сни    жают трансмембранный потенциал мито-

,    хондрий вызывают формирование гигантских пор 
  , в их мембране увеличивают  образование ядер-

    (ного фактора каппа В κ ),  В стимулирующего 
  продукцию провоспалительных цито  — кинов ин-
-1терлейкина β,    фактора некроза опухолей α,  хе-

м -1  ,    оаттрактанта макрофагов а также простаг-
 2   2 [10, 13, 14]. ландина Е и тромбоксана В Через 

    поры из митохондрий выходят апоптозиндуци-
  рующий фактор

  и эндонуклеаза G,   вызывающие деструкцию 

      [13].ДНК в ядрах и митохондриях гепатоцитов  

     Это сопровождается развитием гепатита и даже 
   [9,фульминантной печеночной недостаточности  

12].

   Гепатопротектор эссенциале оказывает ан-
    тиоксидантное действие и поставляет фосфати-

     дилхолин в мембраны гепатоцитов для замены 

  , поврежденных молекул фосфолипида ускоряет 
    регенерацию паренхимы печени и восстанавли-

    [1]. вает ее функциональную активность Янтар-
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  ( )    ная кислота ЯК по скорости транспорта водо-
      рода и электронов в дыхательную цепь мито-

    хондрий печени превосходит другие субстраты 

 в 10—100 .    раз Механизм значительного усиления 
энерго      обеспечения под влиянием ЯК при ин-

 тенсивной дея    тельности состоит в переключении 
      процессов окисления от полного цикла Кребса на 

   преимущественное окисление наиболее мощного 
 —  .   субстрата сукцината Такое

    переключение позволяет быстро и значительно 
   повышать мощность синтеза аденозинтрифосфа-

 ( )  [7].    та АТФ Учитывая различный механизм 
   действия эссенциале и ЯК,   при их совместном 

    применении можно ожидать потенцирование ге-
 .патопротективного эффекта

  —  Цель исследования изучить биоэнергетику 
    печени при ее экспериментальном повреждении 

   парацетамолом и коррекции метаболических 
      нарушений с помощью эссенциале и его комби-

  .нации с ЯК

Материал и методы

   -Эксперименты проводили в зимне весенний 
  50   -период на беспородных крысах самцах 
 200—220массой  ,    г полученных из клиники лабо-

    раторных животных НИИ фармакологии СО 

 ( .РАМН г  ).    Томск Животных содержали в стан-
    дартных условиях вивария при естественном 

,      .освещении свободном доступе к воде и пище  

     Исследования выполняли в соответствии с ре-
 «   комендациями Руководства по эксперименталь-

 ( )    ному доклиническому изучению новых фар-
 » (2005) [5].   макологических средств Все веще-

      ства животным вводили с помощью зонда в 
.     желудок Крысы были распределены на четыре 

:  1-  ( )   1%-группы я интактная группа получала ю 

 ; 2-   крахмальную слизь й группе вводили параце-
тамол   2,5в дозе  /    (г кг массы тела ДЛ10)  в виде 

      2суспензии на крахмальной слизи в течение  

 [5]; 3-     дней й группе после интоксикации параце-
     тамолом вводили эссенциале в виде ампульно-

  (го раствора Sanofi,  )    80Франция в дозе  /мг кг 
    12  [6]; 4-  массы тела на протяжении дней я груп-

    па получала после интоксикации парацетамо-
        лом эссенциале в той же дозе совместно с ЯК 

(Sigma-Aldrich,  )      США в водном растворе в дозе 
50 /    [2]   12 .мг кг массы тела на протяжении дней  

     Крыс декапитировали под легким эфирным нар-
  12     козом через ч после последнего введения 

.препаратов
    В крови измеряли активность аланинамино-

 ( ), трансферазы АЛТ аспартатаминотрансфера-
 ( ),   ( ), зы АСТ щелочной фосфатазы ЩФ содер-

 ,     жание белка общего и прямого билирубина с 
   помощью диагностических наборов фирмы 

«  » ( .Ольвекс диагностикум г  - ). Санкт Петербург В 
   гомогенатах печени определяли интенсивность 
   ( )  перекисного окислению липидов ПОЛ по ско-

   рости образования малонового диальдегида 
( ),     МДА содержанию диеновых конъюгатов и 

  [11].  оснований Шиффа Функциональное состоя-
    ние системы энергопродукции оценивали поля-

   рографическим методом по  скорости потребле-
    ния кислорода митохондриями печени  в различ-
    .ных метаболических состояниях по Б  .  Чансу

    В качестве субстратов окисления использовали 
сукци  (1нат  ⋅  10–3  5и  ⋅  0–3 / ),  моль л изоцитрат 
(1,5 ⋅  10–3 / )  моль л
 -     и НАД зависимые субстраты глутамат и малат 

(  3по  ⋅  10–3 / ).    моль л Для анализа механизмов 
   функционирования дыхательной цепи митохон-

   дрий применяли ингибитор сукцинатдегидроге-
 ( )   назы СДГ малонат (2 ⋅  10–3 / ).   моль л Во всех 

  измерениях абсолютные значе   ния скоростей по-
   требления кислорода митохондриями выража-

     ли в нанограммах атомарного кислорода в 
  1минуту на     ( [ ]/мг белка митохондрий нгат О

(мин ⋅   )).  мг белка Регис  трировали скорости 
   (дыхания митохондрий до V4n),  (после V4o)  и во 

 (время V3)    цикла фосфорилирования добав-
 -ленного аденозиндифос

 ( ).    фата АДФ Для оценки энергетического ста-
 туса

   митохондрий вычисляли коэффициенты стиму-
  ляции дыхания (СД = V3/V4п),  дыхательного 

 (контроля ДК = V3/V4о)   и сопряженности окисли-
  ( / ) [4].тельного фосфорилирования АДФ О

   Результаты обрабатывали методом парных 
   —   сравнений по критерию Манна Уитни при веро-

   ятности ошибочного вывода р < 0,05 [8]  с помо-
   щью программного пакета Statistica 6.0.
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Результаты и обсуждение

  ,  Свободные радикалы парацетамола оказы-

   , вая выраженное прооксидантное действие ини-
    .  циировали процессы ПОЛ в печени При инток-

     сикации содержание в гомогенатах печени крыс 
     диеновых конъюгатов и оснований Шиффа уве-
  3,2личивалось в −3,3 ,  раза образование аскорбат-
  зависимого МДА уск   2,2  (орялось в раза .табл  1). 

   Продукты липопероксидации и освобождаемые 
     под влиянием парацетамола ионы кальция нару-
     шают барьерную и матриксную функции мембран 

.    гепатоцитов Их цитолитическое действие сопро-

      вождалось выходом в кровь из паренхимы пече-
    (    4,1ни АЛТ и АСТ рост активности в −5,0 ).раз  

   (Коэффициент де Ритиса отнош   ение АСТ и 
)    1,19    АЛТ повышался до вследствие выхода в 
   ,   кровь не только цитоплазматической но и мито-

   (   — 0,98). хондриальной формы АСТ в норме Раз-
      вивался также синдром холестаза с ростом в 

     5,1 ,крови содержания общего билирубина в раза  

  —  6,8 , свободного билирубина в раза активности 
 —  1,4 .  ЩФ в раза Коэффициент глюкуронирования 

   66,5%  (   —билирубина уменьшался до в норме  

90%).     Содержание в крови белка станови  лось на 
20% ,     ( .ниже чем у интактных животных табл  1).

 1Т а б л и ц а
Влияние эссенциале и эссенциале в комбинации с янтарной кислотой на биохимические показатели крови 

и перекисное окисление липидов в печени при экспериментальной интоксикации парацетамолом (М ± m, n = 10)

Показатель Интактные 
животные Парацетамол

  Парацетамол в сочетании
 с эссенциале   с эссенциале и 

ЯК
Кровь

, /АЛТ мккат л 0,062 ± 0,007 0,259 ± 0,0371 0,064 ± 0,0072 0,066 ± 0,0102
, /АСТ мккат л 0,061 ± 0,008 0,308 ± 0,0431 0,195 ± 0,0141, 2 0,125 ± 0,0111, 2
/АСТ АЛТ 0,98 1,19 3,04 1,89
, /ЩФ Е л 269,8 ± 17,50 378,1 ± 15,11 312,9 ± 20,31,2 301,9 ± 15,81, 2

 , /Общий белок г л 069,7 ± 1,100 058,6 ± 3,71 067,8 ± 1,22 066,3 ± 1,21, 2
, /Билирубин мкмоль л

Общий 012,0 ± 1,100 060,6 ± 1,01 018,1 ± 2,21, 2 020,9 ± 1,01, 2
Непрямой 003,0 ± 0,900 020,3 ± 2,11 001,7 ± 2,12 002,6 ± 0,82

Гомогенат печени
, /(  МДА нмоль мг белка ⋅  )мин 4,0 ± 0,6 8,6 ± 0,51 004,5 ± 0,191, 2 004,9 ± 0,71, 2

 , /  Диеновые конъюгаты нмоль мг бел-
ка

0,93 ± 0,08 3,07 ± 0,231 01,43 ± 0,791, 2 01,08 ± 0,071, 2

 , /  Основания Шиффа нмоль мг белка 1,21 ± 0,16 3,80 ± 0,081 02,10 ± 0,431, 2 01,35 ± 0,182

1     .Достоверные отличия от показателей нормы
2        (Достоверные отличия от показателей при интоксикации парацетамолом р ≤  0,05).

   Гепатопротектор эссенциале тормозил акти-
    вацию ПОЛ при экспериментальном поражении 
 :    печени парацетамолом образование МДА за-

  1,9  ,   медлялось в раза количество диеновых 
   2,1  ,  конъюгатов снижалось в раза оснований 

 —  1,8  ( .Шиффа в раза см  . 1).  табл При совмест-
      ном введении эссенциале с ЯК продукция МДА 

  1,8  ,   уменьшалась в раза количество диеновых 
     конъюгатов и оснований Шиффа становилось в 

2,8   ,     .раза меньше чем у нелеченых животных  

   ,  Интенсивность ПОЛ у животных леченных эс-
,      45%,сенциале превышала норму в среднем на  

       —при терапии эссенциале в комбинации с ЯК  

 15% ( .на см  .табл  1).

    Терапия эссенциале и эссенциале совмест-
      но с ЯК нормализовала в крови активность 
,     .  АЛТ содержание билирубина и белка Актив-
    1,6—2,5 ,  —  1,2ность АСТ снижалась в раза ЩФ в

—1,3       раза по сравнению с показателями у жи-
   ,  вотных с интоксикацией парацетамолом оста-

  2,1—3,2    ( .ваясь в раза выше нормы см  .табл  1). 

  Коэффициент глюкуронирования билирубина 
  88—90%.повышался до

   ,  При патологии печени крыс вызванной па-
,   рацетамолом увеличивались скорости дыхания 
,      митохондрий хотя коэффициенты СД и ДК сни-

.    жались При окислении эндогенных субстратов 
   скорости дыхания митохондрий V4п,  V3   и V4о ста-
  59, 26  73%  ,новились на и соответственно больше  
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   (чем в норме .табл  2).   Коэффициент СД сни-
  20%,   —  25%, жался на коэффициент ДК на коэф-

 /  —  33%.фициент АДФ О на
  -  При окислении НАД зависимых субстратов 
    малата и глутамата митохондриями поврежден-

 ной парацетамо     лом печени скорость дыхания V4п 

  35%,возрастала на  V4о —   30%,  на V3  —  15% на по 
     . сравнению со скоростями у интактных крыс Ко-
    14%, эффициент СД уменьшался на коэффициент 

 —  11%.   /  ДК на Коэффициент АДФ О регистриро-
  18%  .  вался на ниже нормы Добавление ингибито-

    , ра СДГ малоната к митохондриям окисляющим 
 -  ,  смесь НАД зависимых субстратов сопровожда-

     лось увеличением скоростей дыхания в состоя-
 Vниях 4п  Vи 4o  60%, на V3 —  16%. на Коэффициенты 

     28%,  /СД и ДК снижались на коэффициент АДФ О 

—  24% ( .на табл  2).

    В эксперименте с окислением экзогенного 
  ,   сукцината в концентрации близкой к физиоло-

 (1гической  ⋅  10–3 / ),  моль л   скорость дыхания в 
 Vсостоянии 3     ,значимо не отличалась от нормы  

    Vскорости дыхания в состояниях 4п, V4o возрастали 
 19%.       12%.на Коэффициенты СД и ДК снижались на  

  .Окислительное фосфорилирование разобщалось  

     При добавлении сукцината в концентрации выше 
 (5физиологической  ⋅  10–3 / ) моль л скорости дыха-

ния в состояниях V4п, V4o, V3 превышали показатели 
  35, 29  9%  ( .нормы на и соответственно табл  2). 

    20%, Коэффициент СД снижался на коэффициент 
 —  15%,  /   .ДК на коэффициент АДФ О не изменялся

    Полученные данные свидетельствуют о вы-

   раженном ингибирующем влиянии парацетамо-
      ла на дыхательную цепь митохондрий с преоб-

 -    ладанием ФАД зависимого дыхания и разобще-
  .  нием окислительного фосфорилирования СДГ 

   проявляла максимальную чувствительность к 
  .  ингибирующему действию парацетамола Как 

,  ,   известно оксалоацетат образующийся при 
 ,   окислении сукцината блокирует активный центр 

     СДГ и по механизму отрицательной обратной 
     связи угнетает окисление сукцината с торможе-
  .   нием своей продукции Этот эффект реализует-

     ся различно при неодинаковой энергизации ми-
.    тохондрий Образование комплекса оксалоаце-

        тата с СДГ и его сродство к ферменту значи-
     тельно больше при низкой энергизации мито-
   —  .  хондрий и меньше при высокой Таким об-

,     разом повышение уровня оксалоацетата при 
 добавлении    АДФ не сопровождается торможени-

  ем дыхания высоко  энергизированных митохон-
,     дрий но приводит к прогрессирующему ингиби-

     .рованию дыхания на фоне низкой энергизации  

    Применение сукцината в высокой концентрации 
      и изоцитрата в тесте с активацией СДГ 

   выявило сильное торможение оксалоацетатом 
( .табл  2). 

 2Т а б л и ц а
Влияние эссенциале и эссенциале в комбинации с янтарной кислотой на функциональное состояние 

митохондрий печени при экспериментальной интоксикации парацетамолом (М ± m, n = 10)

Показатель  Интактные живот-
ные Парацетамол

  Парацетамол в сочетании
 с эссенциале   с эссенциале и 

ЯК
Окисление эндогенных субстратов

V4п 24,2 ± 0,9 38,5 ± 1,31 39,4 ± 1,41 41,9 ± 2,31
V3 43,4 ± 1,3 55,0 ± 1,61 62,0 ± 2,31, 2 68,1 ± 2,01, 2
V4о 20,1 ± 1,7 34,8 ± 1,51 38,5 ± 1,11, 2 40,9 ± 0,91, 2
СД 1,8 ± 0,1 1,4 ± 0,11 1,6 ± 0,11, 2 1,6 ± 0,11, 2
ДК 2,2 ± 0,1 1,6 ± 0,11 1,6 ± 0,11 1,7 ± 0,11

/АДФ О 3,1 ± 0,1 2,1 ± 0,11 2,6 ± 0,11, 2 2,2 ± 0,11

Окисление НАД-зависимых субстратов (малат и глутамат)
V4п 32,0 ± 1,7 43,4 ± 1,61 44,0 ± 1,81 45,0 ± 1,61
V3 68,4 ± 1,2 79,1 ± 0,61 83,5 ± 2,42 84,1 ± 2,31, 2
V4о 30,5 ± 0,5 39,7 ± 1,11 44,1 ± 0,71, 2 47,0 ± 1,51, 2
СД 2,1 ± 0,1 1,8 ± 0,11 1,9 ± 0,1 1,9 ± 0,1
ДК 2,2 ± 0,1 2,0 ± 0,11 1,9 ± 0,11 1,8 ± 0,11

/АДФ О 2,7 ± 0,1 2,2 ± 0,11 2,5 ± 0,12 2,8 ± 0,12

Окисление НАД-зависимых субстратов с малонатом
V4п 26,5 ± 0,8 43,1 ± 0,81 42,5 ± 0,91 42,1 ± 2,61
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Результаты исследований молодых ученых и студентов

V3 58,8 ± 1,6 68,4 ± 2,11 72,1 ± 3,01 76,9 ± 2,31, 2
V4о 25,4 ± 1,5 40,7 ± 1,71 40,1 ± 2,71 44,8 ± 1,31, 2
СД 2,2 ± 0,1 1,6 ± 0,11 1,7 ± 0,11 1,8 ± 0,11
ДК 2,3 ± 0,1 1,7 ± 0,11 1,8 ± 0,11 1,7 ± 0,11

/АДФ О 2,9 ± 0,1 2,2 ± 0,11 2,7 ± 0,12 2,6 ± 0,11,2

Окисление сукцината (1 ⋅  10–3 моль/л)
V4п 52,1 ± 1,2 62,1 ± 2,01 59,6 ± 0,91 56,2 ± 2,01, 2
V3 97,4 ± 2,1 101,7 ± 1,91 104,2 ± 2,71 119,7 ± 4,31, 2
V4о 45,9 ± 2,0 54,4 ± 2,11 58,9 ± 1,81 59,1 ± 2,41
СД 1,9 ± 0,1 1,6 ± 0,11 1,7 ± 0,11 2,1 ± 0,12
ДК 2,1 ± 0,1 1,9 ± 0,1 1,8 ± 0,11 2,0 ± 0,1

/АДФ О 2,2 ± 0,1 1,8 ± 0,11 2,0 ± 0,12 1,9 ± 0,11

Окисление сукцината (5 ⋅  10–3 моль/л)
V4п 46,8 ± 1,4 63,6 ± 1,61 65,9 ± 2,21 62,9 ± 1,31
V3 101,8 ± 1,6 111,0 ± 2,01 114,2 ± 3,31 112,3 ± 2,31
V4о 43,2 ± 1,5 55,6 ± 1,61 59,2 ± 1,71,2 60,4 ± 1,71, 2
СД 2,2 ± 0,1 1,7 ± 0,11 1,7 ±  0,11 1,8 ± 0,11
ДК 2,4 ± 0,1 2,0 ± 0,11 1,9 ± 0,11 1,9 ± 0,11

/АДФ О 1,9 ± 0,1 1,7 ± 0,11 1,9 ± 0,12 1,9 ± 0,12

Окисление сукцината (5 ⋅  10–3 моль/л) и изоцитрата
V4п 63,7 ± 2,2 70,9 ± 2,11 66,5 ± 2,51, 2 70,7 ± 2,11
V3 97,9 ± 1,9 107,9 ± 2,11 116,5 ± 2,51, 2 117,1 ± 1,81, 2
V4о 63,7 ± 1,2 61,7 ± 1,4 68,8 ± 2,11, 2 67,0 ± 1,31, 2
СД 1,5 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,8 ± 0,11, 2 1,7 ± 0,11, 2
ДК 1,5 ± 0,1 1,7 ± 0,11 1,7 ± 0,11 1,7 ± 0,11

/АДФ О 1,9 ± 0,1 1,8 ± 0,11 1,9 ± 0,12 1,9 ± 0,12

1     .Достоверные отличия от показателей нормы
2      (От показателей при интоксикации парацетамолом р ≤  0,05).

 ,   Таким образом повреждение митохондрий пече-
    ни парацетамолом вызывает стадию истощения 

    адаптивной реакции системы энергопродукции и 
 .дефицит энергии

    Применение эссенциале для коррекции на-
  ,  рушений биоэнергетики печени вызванных па-

,   рацетамолом восстанавливало сопряженность 
   окислительного фосфорилирования до нор-

 ,     мальных значений не оказывая влияния на ки-
   (  нетические параметры дыхания скорости ды-

     хания во всех метаболических состояния повы-
   3—5%) ( .шались лишь на см  .табл  2). 

     При совместном введении эссенциале с ЯК 
   значительно снижалось ингибирующее влияние 
    парацетамола на скорости дыхания митохондрий 

    .печени в различных функциональных состояниях  

    При окислении эндогенных субстратов скорости 
     дыхания митохондрий возрастали в среднем на 

15%    , по сравнению со скоростями определенными 
  . при интоксикации парацетамолом Коэффициент 
   12%.    -СД увеличивался на В тесте с НАД зависи-
    мым окислением скорости дыхания повышались 

 10%,      13%.на коэффициент СД увеличивался на  

    При окислении экзогенного сукцината скорости 

    15%, дыхания митохондрий возрастали на коэф-

    23%, фициент СД увеличивался на коэффициент 
 —   8%.   ДК на Сопряженность окислительного 

    фосфорилирования во всех метаболических со-
   стояниях восстанавливалась до нормы 

( .см  .табл  2).     При этом сохранение активности 
   быстрого метаболического кластера митохондрий 

(  -  ) преобладание ФАД зависимого дыхания свиде-
     тельствует о повышенном расходе энергии гепа-

,    тоцитами что вызвано восстановительными про-
  .цессами в печени

Выводы

1.    Парацетамол в эксперименте повреждает 
 ,    митохондрии печени вследствие этого они не 

     могут восполнять дефицит энергии с опасно-
   .стью развития печеночной недостаточности

2.   Коррекция экспериментального поврежде-
 ,  ,  ния печени вызванного парацетамолом с по-

   мощью эссенциале нормализует сопряженность 
 ,   окислительного фосфорилирования но не 

    .влияет на кинетические параметры дыхания
3.      Совместное введение эссенциале и ЯК при 
     этой модели токсической гепатопатии приводит к 
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    гиперактивации системы энергопродукции в ми-
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