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Реферат

Есеп  36б., 1б. 5 илл., 1 кесте,  21  дерек, 2 қосым.

БИОЛОГИЯЛЫҰ БЕЛСЕНДІ ЗАТТАР, ТАЗАЛАУ, БЕТУЛИН, ИДЕНТИФИКАЦИЯЛАУ,  НАНОКОМПЛЕКСТЕР,  ЦИКЛОДЕКСТРИНДЕР, ӨСІМДІКТЕР,  СУБСТАНЦИЯ,  КОМПЛЕКСТЕУ, ЖЭСХ, ФУРЬЕ-ИҚ, ГЕПАТОПРОТЕКТОРЛЫ БЕЛСЕНДІК. 
Зерттеу нысаны  -  зерттеу нысаны ретінде алғаш рет Barbarea vulgaris R.BR ( сурепка),Circaea lutetiana L.(двулепестник), қайың қабығы (Betula pendula Roth.) таңдалды.

Жұмыстың мақсаты – циклодекстринді наножүйелер өсірілетін дәрілік өсімдіктердің құрамындағы биологиялық белсенді заттардың негізінде созылмалы диффузды бауыр ауруларын түзету үшін жаңа дәрілік препараттары өңдеу  жұмыстарын  жүргізу.     

Қажетті материалдар мен жұмыстың зерттеу әдісі: хроматография; спектрофотометрия,   ЖЭСХ, ИК-, УК-спектроскопия әдістерін қолдандық. Cyclo Lab R&D Ltd (Будапешт, Венгрия) сатылатын реагент 2-гидроксипропил- β -циклодекстрин (HPβCD, DS = 4.2). Қан сарысуындағы маркердің ферментативті әрекеті үшін жинақ  LaChema (Брно, Чехия).TNF-β және TGF-β анықтауға арналған  R& D Systems GmbH ұсынған жиынтықтар (Висбаден, Германия). Shin -Etsu Chemical Co., Ltd компаниясының гипомеллозасы (Токио, Жапония).Sigma-Aldrich  аналитикалық сапалы органикалық еріткіштері (Сент-Луис, Миссури, АҚШ). ВЭСХ  Agilent 1200 (Agilent Technologies, АҚШ) диодты     матрицамен   жабдықталған  детекторымен және Zorbax RX C18 5 мкм бағанымен, 3,0 х 150 мм (PN 883967-302); Cary-50 спектрофотометрі (Австралия); ATR-FTIR спектроскопия (Толық шағылысуы бар инфрақызыл түрлендіргіш Фурье), DSC әдісі (дифференциалды сканерлеу калориметриясы), Olympus CX-41 жарық микроскопы.

Алынған нәтижелері мен жаңалығы:    

Қайың қабығынан алынған бетулиннің өсімдік заты оқшауланып, 98,9% дейін тазартылды. Затты анықтау физика-химиялық әдістермен жүргізілді (Фурье-ИК және ЯМР спектроскопиясы).

2-гидроксипропил-β-циклодестстрині бар бетулиннің супрамолекулярлық кешені құрылды. Бұл су ортасында бетулиннің ерігіштігін үш еседен астам арттырады. Комплекстену процесін бағалау физика-химиялық әдістермен келтірілген (Фурье түріндегі инфрақызыл спектроскопия, дифференциалды сканерлеу калориметриясы).
Алкогольдік сталогепатияның алкоголь құрамында диета Либер-Дикаридің бойынша 2 ай бойы сақталатын ақ егеуқұйрықтарында үлгілеу жүргізілді. Бауырдың гистологиялық және гистохимиялық сараптамасы жүргізілді және бауырда липидтердің және лимфоциттердің инфильтрациясының жинақталуының сандық морфометриялық бағасы берілді. Жануарларда маркерлік ферменттердің қызметі, қабынуға қарсы және профогендік цитокиндердің және қан сарысуының триглицеридтерінің мазмұны анықталды. Бауыр триглицерид деңгейіне бағаланды.

Метаболикалық синдромның құрамдас бөлігі ретінде алкогольсіз стеато-гепатит модельдеу үшін 2-3 ай бойы майсыз диета қолданылды. Қан глюкозасының динамикасы, инсулин мен сарысу принсулиннің мазмұны, гликозидті гемоглобин деңгейі, глюкозаға төзімділік тесті және HOMA-ИҚ индексі бағаланды.

Егеуқұйрықтардағы алкогольдік степатепатиттің үлгісінде бетулиннің және комплекстің бірдей мөлшерде (50 мг / кг барв.) гепатопротекторлық белсенділігі салыстырмалы түрде бағаланды. Комплекстің гепатопротекторлық әсері (липидтердің жинақталуына және бауырдағы қабыну процесіне әсері) бір дәрілік бетулинге қарағанда едәуір жоғары болды.

Қолдану саласы: биологиялық белсенді заттардың химиясы, фармакология, нанотехнология, фармация.

Жұмыстың маңыздылығы: зерттеудің ғылыми маңыздылығы - бетулин затын тазарту, жеке затты циклодекстриндермен біріктіру әдістерін жасау; 

Практикалық маңыздылығы - өсімдіктердің перспективті түрлерінің заттарына негізделген тиімді дәрі-дәрмектерді құру мүмкіндігі, оларды фармация мен медицинада қолдану мүмкіндігі болып табылады. 
Реферат

Отчет  36 с., 1 ч.  5 илл., 1 табл., 21 источник, 2 прил.

БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА, ОЧИСТКА, БЕТУЛИН, ИДЕНТИФИКАЦИЯ, НАНОКОМПЛЕКСЫ, ЦИКЛОДЕКСТРИНЫ, РАСТЕНИЯ, СУБСТАНЦИЯ, КОМПЛЕКСИРОВАНИЕ, ВЭЖХ, ФУРЬЕ-ИК, ГЕПАТОПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТ. 
Объект исследования - впервые  в качестве объекта исследования   отобраны   растения рода Calligonum (жузгун),  Barbarea vulgaris R.BR ( сурепка),Circaea lutetiana L.(двулепестник), кора березы (Betula pendula Roth.).

Цель  данной работы - осуществление работ по разработке лекарственных  препаратов для коррекции хронических диффузных заболеваний печени  на основе  индивидуальных  растительных субстанций.   
Материалы и методы работы:  Коммерчески доступный реагент 2-гидроксипропил-β-циклодекстрин (HPβCD, DS = 4,2)   от Cyclo Lab R & D Ltd (Будапешт, Венгрия). Наборы для ферментативной активности сывороточного маркера  от LaChema (Брно, Чешская Республика). Наборы для определения TNF-β и TGF-β   от R& D Systems GmbH (Висбаден, Германия). Гипомеллоза   от Shin-Etsu Chemical Co., Ltd (Токио, Япония). Органические растворители   аналитического качества   от Sigma-Aldrich (Сент-Луис, Миссури, США). ВЭЖХ Agilent 1200 (Agilent Technologies, США), оснащенной детектором с диодной матрицей и колонкой Zorbax RX C18 5 мкм, 3,0x150 мм (PN 883967-302); спектрофотометр Cary-50 (Австралия); спектроскопии ATR-FTIR (инфракрасное преобразование с фурье-преобразованием с полным отражением), метод DSC (дифференциальная сканирующая калориметрия), световой микроскоп Olympus CX-41.
Результаты и новизна -  Выделена и очищена до 98,9% растительная субстанция бетулина из коры берёзы. Идентификация субстанции проведена физико-химическими методами (Фурье-ИК и ЯМР-спектроскопия). 

Создан супрамолекулярный комплекс бетулина с 2-гидроксипропил-β-циклодекстрином, повышающий растворимость бетулина в водной среде более, чем в три раза. Оценка комплексирования дана физико-химическими методами (Фурье-ИК-спектроскопия, дифференциальная сканирующая калориметрия). 

  Моделирование алкогольного стеатогепатита  проведено на белых крысах, содержащихся в течении 2 месяцев на алкоголь содержащей диете по Либеру-ДеКарли. Проведено гистологическое и гистохимическое исследование печени и дана количественная морфометрическая оценка аккумуляции липидов и лимфоцитарной инфильтрации в печени. У животныхт определены активность маркерных ферментов, содержание провоспалительных и профиброгенных цитокинов и триглицеридов сыворотки крови. В печени  оценён  уровень триглицеридов.

Для моделирования неалкогольного стеатогепатита, как компонента метаболического синдрома,  использовано скармливание высокожировой диеты на протяжении 2-3 месяцев.   Оценены динамика глюкозы крови, содержание инсулина и проинсулина сыворотки крови, уровень гликозидированного гемоглобина, а также проведен тест на толерантность к глюкозе и рассчитан HOMA-IR индекс.

На модели алкогольного стеатогепатита у крыс проведена сравнительная оценка гепатопротективной активности бетулина (50 мг/кг м.т.) и комплекса, содержащего бетулин в той же дозе. Гепатопротективный эффект комплекса (влияние на аккумуляцию липидов и воспалителтьный процесс в печени) был существенно выше по сравнению с монопрепаратом бетулина.
Область применения: химия   БАВ,  фармакология, нанотехнология, фармация.
Значимость работы: научная значимость проведенных исследований заключается в очистке субстанции бетулина, разработке  методов комплексирования  индивидуальной субстанции с циклодекстринами; практическая значимость  заключается в возможности создания эффективных лекарственных средств на основе субстанций перспективных видов растений,   их применения в фармации и медицине.
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Нормативные ссылки


В настоящем отчете о НИР использованы ссылки на следующие стандарты:

1. ГОСТ   7.32-01 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления. 

2. ГОСТ 7.1-84 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Библиографическое описание документа. Общие требования и правила составления.

3. ГОСТ  7.12-93 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Библиографическая запись. Сокращение слов на русском языке. Общие требования.

4. ГОСТ 7.54-88 Система стандартов по информации, библиотечному и издательскому делу. Представление численных данных о свойствах веществ и материалов в научно-технических документах. Общие требования.

5. ГОСТ 15.011-82 Система разработки и постановки продукции на производство. Порядок проведения патентных исследований.

6. ГОСТ 9327-60 Бумага и изделия из бумаги. Потребительские форматы.

7. ГОСТ 1770-74. Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия.

8. ГОСТ 4204-77. Реактивы. Кислота серная. Технические условия.

9. ГОСТ 4517-87. Реактивы. Методы приготовления вспомогательных реактивов и растворов, применяемых при анализе.

10. ГОСТ 6709-72. Вода дистиллированная.

11. ГОСТ 23932-90 Е. Посуда и оборудование, лабораторные стеклянные.

12. ГОСТ 25336-82. Посуда и оборудование, лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры и размеры.

13. ГОСТ (ТУ) 258-2021-003-88.Термометры ртутные стеклянные лабораторные.

14. ГОСТ 9-92. Реактив. Аммиак водный.

15. ГОСТ 83-79. Реактивы.  Натрий углекислый.

16. ГОСТ (ТУ) 2632-009-0207787-2002. Реактивы. Изопропиловый спирт.

17. ГОСТ (ТУ) 2603-79. Реактивы. Ацетон, х.ч.

18. ГОСТ (ТУ) 3118-77. Реактивы. Кислота соляная, ч.

19. ГОСТ 3759-75. Реактивы Алюминий хлористый (6-водный).

20. ГОСТ (ТУ) 4159-79. Реактивы. Йод, ч.

21. ГОСТ 4204-77. Реактив. Кислота серная.

22. ГОСТ (ТУ) 5955-69. Реактивы.  Бензол, ч.

23. ГОСТ (ТУ) 6006-78. Реактивы. н-Бутанол, ч.

24. ГОСТ (ТУ) 10455-80. Реактивы. 1,4-Диоксан,ч.

25. ГОСТ 18270-72. Реактивы. Кислота уксусная ( особой чистоты).

Определения

  В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими определениями:

Абсорбционная хроматография–хроматография, основанная на различной                 способности веществ удерживаться на твердой поверхности адсорбента

  Аморфные вещества – вещества, не имеющие кристаллической структуры

 
Гигроскопичность – свойство некоторых веществ поглощать водяные пары воздуха


Гидролиз – разложение веществ при взаимодействии с водой


Компонент - составная часть чего-либо, преимущественно какого-либо химического соединения.


Концентрация – количество вещества, содержащегося в единице объема (раствора или газа).

 
Полифенолы – группы ароматических веществ, содержащие свободные и связанные гидроксильные группы 


Растворимость – характерная для простых и сложных веществ величина, определяющая наибольшее количество вещества, которое может быть растворено при той или иной температуре в 100 г растворителя (воды, спирта и др.)


Раствор концентрированный – раствор, содержащий максимально возможное содержание растворенного вещества   

Реактив (в качественном анализе) - вещество, вступающее в характерную реакцию с другими веществом и тем самым дающее возможное вещество


Регенерация – восстановление первоначальных ценных свойств у отработанных материалов различных производств

 
Специфические проявители – реагенты, выявляющие определенные группы соединений


Хроматография - метод разделения, выделения и идентификации органических веществ, основанный на различном распределении веществ между двумя фазами

Обозначения и сокращения

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими  обозначениями и сокращениями:

        ALT- аланин 

        ALP - активность щелочной фосфатазы  
        AST- аспартат 

       АФК -активные виды кислорода  
       ВЭЖХ- высокоэффективная жидкостная хроматография

       ГЖХ – газожидкостная хроматография
       DSC- дифференциальная сканирующая калориметрия 
       DTNB -5,5'-дитиобис- (2-нитробензойная кислота)
       ИК –    инфракрасная спектроскопия

       HPβCD   -2-гидроксипропил-β-циклодекстрин  
       НАЖБП   -  неалкогольная жировая болезнь печени  
      НАСГ - неалкогольный стеатогепатит 
       GSH-  глютатион  

      TBARS –тиобарбитуровая кислота  
       ТСХ – тонкослойная хроматография

        УФ –   ультрафиолетовая спектроскопия
Введение

По данным Всемирной организации здравоохранения, уровень смертности от цирроза печени в Республике Казахстан составлял на 2003 год 57,2 случая на 100 000 населения. Динамика смертности от циррозов печени в Республике Беларусь свидетельствует, что с 2000 по 2009 год этот показатель вырос более, чем в 2 раза.

Поиск новых перспективных гепатопротекторов, защищающих паренхимальные клетки печени, является насущной проблемой мировой фармакологии. На сегодняшний день в странах ЕврАзЭС  выпуск лекарственных препаратов подобного действия ограничен, за исключением нескольких наименований гепатопротекторов, тогда, как надёжные средства для лечения фиброза печени в исходе алкогольного и неалкогольного стеатогепатитов полностью отсутствуют в мировой практике.   Поэтому научно обоснованный  поиск новых перспективных субстанций для коррекции ХДЗП является  актуальным и своевременным. 


Научная новизна  состоит в выявлении  структуры, стабильности и биодоступности, многосторонней характеристике биологических свойств новых наночастиц на базе циклодекстринов, впервые целенаправленно модифицированных индивидуальными биологически активными соединениями полифенольного характера растительного происхождения;  их использовании   для целенаправленного транспорта растительных субстанций в орган-мишень (печень);  установлении фармакологической активности модифицированных наночастиц при ХДЗП (алкогольный и неалкогольный стеатогепатиты).

В последние годы резко возрос интерес к молекулярному инкапсулированию лекарственных субстанций с циклодекстринами в связи с новыми перспективными возможностями наносистем (повышение растворимости,  увеличение биодоступности действующих веществ, маскировка горького вкуса, снижение вредного воздействия на микрофлору желудочно-кишечного тракта, возможность контролировать высвобождение действующего вещества, возможность исключать взаимодействие несовместимых компонентов в комбинированных препаратах, защищать нестабильные вещества от воздействия света, влаги), что необходимо для разработки рецептур препаратов.

         Применение комплекса циклодекстрина и лекарства позволит солюбилизировать и стабилизировать активный ингредиент внутри наночастицы, что приведёт к повышению активной формы лекарства в органе-мишени
Работа выполнялась по теме «Разработка лекарственных  препаратов для коррекции хронических диффузных заболеваний печени  на основе  индивидуальных  растительных субстанций»  в рамках грантового финансирования Г. 2018, AP 05134397 по приоритету «Фундаментальные и прикладные исследования в области биологии - Поиск новых лекарственных веществ, фармакологические их исследования и технологии производства оригинальных лекарственных препаратов» на 2018-2020г.г.

 Цель данного этапа  работы  - осуществление работ по разработке лекарственных  препаратов для коррекции хронических диффузных заболеваний печени  на основе  индивидуальных  растительных субстанций.

 Основные задачи  по теме на 2019 г:

1. Наработка субстанций для исследований в достаточном количестве.

Исследование эффективности изучаемых  субстанций     на модели алкогольного стеатогепатита

2. Исследование эффективности изучаемых нанокомплексов    на модели неалкогольного стеатогепатита

На основании патентных  исследований  глубиной в 10 лет выявлено, что тема  является патентноспособной, конкурентноспособной.

Патентные исследования проведены по методам капсулирования субстанций растительного происхождения, по гепатопротекторным препаратам и способам  получения, по растительным средствам широкого спектра действия, по новым лекарственным средствам.

На основании патентных исследований выявлены тенденции развития исследований по  растительным субстанциям  и создания на их основе отечественных фитопрепаратов, обладающих конкурентноспособностью, эффективностью применения.

Измерительное оборудование проходит ежегодную  поверку в метрологических службах университета с соответствующими лабораториями в установленном порядке.  

Данная выполненная  работа является частью запланированных работ по очистке индивидуальных растительных субстанций путем экстракции перспективных растительных  объектов;    комплексированию растительных субстанций с циклодекстринами; исследованию эффективности изучаемых  субстанций     на модели алкогольного стеатогепатита; исследованию эффективности изучаемых нанокомплексов    на модели неалкогольного стеатогепатита.

Основная часть

Пентациклический тритерпен бетулин (lup-20 (29)-ene-3β, 28-диол) (рис. 1) широко распространен во многих растениях и обычно выделяется из внешней коры березы. Содержание бетулина в экстракте бересты колеблется от 54 до 82% [1]. Многочисленные исследования подтверждают терапевтическую активность ботулина [2], в частности, его гепатозащитное действие. Будучи прямым поглотителем свободных кислородных радикалов, бетулин ингибирует образование как супероксидных анионных радикалов, так и пероксида водорода, что объясняет антиоксидантный эффект этого соединения. Антиоксидант [3] и противовоспалительные [4] свойства бетулина могут быть ответственны за его гепатозащитное действие. Лечение бетулином защищало от гепатотоксичности, вызванной ацетаминофеном и кадмием, и предотвращало повреждение печени у мышей с острой [5] и алкогольной интоксикацией [6].

Производное бетулина, бетулиновая кислота, облегчает стеатоз печени у мышей, получавших диету с высоким содержанием жиров [7]. К сожалению, применение бетулина ограничено из-за его низкой растворимости в воде и, следовательно, бетулин плохо всасывается в кишечнике, что ограничивает его биодоступность и, следовательно, разработку этого перспективного гепатозащитного средства для возможного клинического применения [8]. Ранее было обнаружено, что комплексообразование бетулина с γ-циклодекстринами повышает его растворимость, и комплекс проявляет явную противоопухолевую и антиангиогенную активность в модели меланомы мыши по сравнению с одним бетулином [1]. Среди производных циклодекстрина 2-гидроксипропил-β-циклодекстрин (HPβCD) обладает высокой растворимостью и низкой токсичностью [9]. Кроме того, HPβCD хорошо переносится у протестированных видов животных и является дружественным для человека [10]. В нашем исследовании мы использовали HPβCD в качестве потенциального вспомогательного вещества для улучшения растворимости, биодоступности и, в свою очередь, терапевтической эффективности бетулина против неалкогольного стеатогепатита.

Неалкогольная жировая болезнь печени (НАЖБП), варьирующаяся от стеатоза до стеатогепатита, является распространенным и сложным заболеванием печени, признанным основным источником хронических заболеваний печени во всем мире, особенно в развивающихся странах [11]. Заболеваемость НАЖБП и бремя болезней быстро растут из-за эпидемий ожирения [12]. Неалкогольный стеатогепатит (НАСГ) характеризуется как стеатоз печени, связанный с некровоспалением печени и гепатоцеллюлярным воздухоплавание. Прогрессирование от стеатоза до НАСГ включает несколько механизмов, в которых липотоксичность, вызванная жирными кислотами, стресс эндоплазматического ретикулума, окислительный стресс и продукция провоспалительных цитокинов считаются основными участниками [13].

Среди нескольких факторов, приводящих к переходу от стеатоза к стеатогепатиту, окислительный стресс играет решающую роль в патогенезе НАСГ. Активные виды кислорода (АФК), вырабатываемые в основном в митохондриях, играют вредную роль в патогенезе НАСГ [14]. Перепроизводство АФК и, следовательно, реактивных альдегидных производных перекисного окисления липидов вызывает окислительный стресс и повреждение белков и ДНК, что приводит к гибели клеток. В свою очередь, окислительный стресс увеличивает выработку провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-6), которые могут способствовать воспалению печени [15].

По скольку окислительный стресс играет ключевую роль в развитии НАСГ, антиоксидантное лечение может быть полезным при этой патологии. В течение последних десятилетий большое внимание уделялось применению природных соединений растительного происхождения с антиоксидантными свойствами в качестве потенциальных терапевтических средств для лечения НАСГ. Таким образом, в условиях высокой растворимости бетулин, как антиоксидант и гепатопротектор, может быть использован для эффективного лечения НАСГ.

Реализация  проекта может иметь большой экологический и экономический эффект, так как позволит: 

·  разработать новые походы к лечению органной патологии с использованием отечественного растительного материала, 

· исследовать механизмы гепатопротективного действия новых нанокомплексов индивидуальных растительных субстанций на основе циклодекстринов, 

· будет способствовать разработке  конкурентоспособных нанопрепаратов для лечения патологии печени с применением субстанций из постоянно возобновляемых природных ресурсов,  

· позволит  обеспечить потребность внутреннего рынка и расширить экспортный потенциал фармацевтической промышленности Республики Казахстан.             

Применение местного растительного сырья для создания комплексных высокоэффективных препаратов  позволит:  
-снизить себестоимость выпускаемой продукции при одновременном улучшении ее потребительских свойств, 

-снизить зависимость работы организаций фармацевтической, пищевой и других отраслей народного хозяйства, использующих растительное сырье, от импорта;

-повысить производственный потенциал указанных отраслей и обеспечат положительную динамику их развития;

-сократить импорт лекарственных средств, субстанций для их изготовления

-расширить экспортный потенциал народнохозяйственного комплекса, что будет способствовать увеличению конкурентоспособности и расширению рынка сбыта. 

Социальный эффект от реализации проекта  проявится в укреплении здоровья населения за счет улучшения обеспечения фармацевтическими средствами и способов их доставки больному организму.

Выполнение научно-исследовательской работы базируется  как на классических, так и на современных методах биоорганической химии, заключающихся в выделении и очистке индивидуальных растительных   субстанций путем экстракции перспективных растительных  объектов. Строение выделенных веществ и составы компонентов  установлены с применением  классических и современных физико-химических методов ( ВЭЖХ, ИК-, УФ- спектроскопия и  т. д.).

1 Наработка  субстанций  для исследований  в достаточном количестве . Исследование эффективности  изучаемых  субстанций     на модели  алкогольного стеатогепатита  
1.1 Наработка  субстанций  для исследований  в достаточном количестве
 По разработанной нами технологии получения  субстанций   проведена наработка биологически активной субстанции  из  раcтений   жузгун, сурепка и двулепестник для проведения анализов на основные группы  БАВ и для капсулирования.
1.1.1 Растительная субстанция бетулин: экстракция, очистка и характеристика.  
 Паровая кора березы (Betula pendula Roth.) была собрана  флористами и   была аутентифицирована путем сравнения с гербарным образцом в Институте  болтаники и интродукции МОН РК, Алматы. Наружный слой коры сушат в сушильном шкафу при 100 ° С до постоянного веса, измельчают, а затем бетулин экстрагируют 95% этанолом, используя метод непрерывной экстракции. Неочищенный экстракт очищали двойной перекристаллизацией из ундекана. Бетулин выделяли в виде белого мелкокристаллического твердого вещества, т.пл. 257 ° С. Чистота выделенного бетулина составила 98,2% (рис. 1), согласно оценке методом ВЭЖХ.
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Рисунок 1 - Типичная ВЭЖХ-ДАД хроматограмма бетулина, выделенного из коры ствола березы: 1 - лупеол (1,8%); 2 - бетулин (98,2%). Химическая структура бетулина представлена в правом верхнем углу.

         Анализ высокоэффективной жидкостной хроматографией. Хроматографическое определение бетулина было достигнуто с помощью системы ВЭЖХ Agilent 1200 (Agilent Technologies, США), оснащенной детектором с диодной матрицей и колонкой Zorbax RX C18 5 мкм, 3,0x150 мм (PN 883967-302). Анализ ВЭЖХ с обращенной фазой проводили с использованием изократического элюирования при скорости потока 0,7 мл / мин, температуре колонки 250 ° С, подвижной фазе 100% ацетонитрила и длине волны детектирования 210 нм. Объем инъекции составлял 10 мкл каждого образца, разбавленного ацетонитрилом до приблизительно 0,5 мг / мл. Полученные данные были обработаны с помощью программного обеспечения Agilent ChemStation B03.04.

1.2  Разработка методов комплексирования растительных субстанций,  средств с циклодекстринами. Оценка комплексирования физико-химическими методами
1.2.1  Приготовление комплекса бетулин / HPβCD
Комплекс бетулин / HPβCD был получен методом замешивания, как описано ранее [1]. Вкратце, порошок, содержащий 3,5 г бетулина и 18 г HPβCD (молярное соотношение 1: 2), тщательно перемешивали с использованием ступки и пестика в течение 1 часа, а затем порошок непрерывно перемешивали с минимальным количеством этанола / воды. (1: 1) в течение 24 часов, пока основная часть растворителя не испарится. Смесь сушили в печи при 105 ° С в течение 7 часов и затем измельчали. Свежеприготовленный раствор комплекса затем фильтровали и использовали для обработки животных.

1.2.2 Исследование фазовой растворимости
 Исследования растворимости образования комплекса бетулин / HPβCD проводили путем добавления того же количества твердого бетулина к 10 мл водных растворов HPβCD с различными концентрациями (от 1 до 15 мМ). Образцы перемешивали при 25 ° С в темноте в течение 48 часов при постоянном осторожном перемешивании для достижения равновесия растворимости. Затем растворы фильтровали и после разбавления регистрировали спектры поглощения бетулина (спектрофотометр Cary-50, Австралия). Концентрации лекарственного средства в растворах в присутствии HPβCD рассчитывали с ранее установленным коэффициентом молярной экстинкции с использованием калибровочной кривой.

Исследование фазовой растворимости образования комплекса бетулин / HPßCD.  Рис.2 представляет диаграмму фазовой растворимости для бетулина в присутствии возрастающих концентраций HPβCD. Растворимость бетулина линейно возрастала с наклоном 0,0012 как функция концентрации HPβCD. Эта фазовая диаграмма растворимости (рис. 2), согласно концепции Хигучи и Коннорса [21], может быть классифицирована как тип AL с предположением, что наблюдаемая повышенная растворимость обусловлена ​​образованием комплекса включения 1: 1. В присутствии HPβCD растворимость бетулина значительно увеличивается (при 15 мМ HPβCD растворимость бетулина увеличивается в 3,1 раза). Количественный анализ диаграмм типа AL позволяет оценить константу ассоциации из уравнения (1), где So - растворимость препарата в отсутствие HPβCD, а K1: 1 - константа ассоциации:

K1: 1 = наклон / S0 (1 - наклон) (1)

Из линейного графика диаграммы фазовой растворимости (рис. 2) и согласно уравнению (1) значение константы ассоциации для бетулина и HPβCD равно 133 ± 16 М-1.
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Рисунок 2 - Диаграмма фазовой растворимости бетулина в водном растворе HPβCD, измеренная по поглощению при 282 нм.

          1.2.3 Характеристика комплекса включения. 
Комплекс включения бетулина и HPβCD исследовали с помощью спектроскопии ATR-FTIR (инфракрасное преобразование с фурье-преобразованием с полным отражением) и методом DSC (дифференциальная сканирующая калориметрия). Данные ATR-FTIR были зарегистрированы прибором ATR-Nicolet 6700 FTIR (ThermoFisher Scientific, США). Спектры ATR-FTIR бетулина, HPβCD и комплекса бетулин-HPβCD записывались в диапазоне от 600 до 4000 см-1.

       Спектры ATR-FTIR бетулина, HPβCD и комплекса бетулин / HPβCD представлены на фиг. 3A. Как показывают эти фигуры, спектр ATR-FTIR комплекса включения демонстрирует основные характерные особенности HPβCD и, в некоторой степени, дополнительный вклад от гостевых видов.
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Рисунок 3 - Спектры ATR-FTIR (A) и термограммы дифференциальной сканирующей калориметрии (B) бетулина,

Экспериментальный спектр ATR-FTIR HPβCD (фиг.3А) показывает основные полосы отпечатков HPβCD. Полосы расположены в 3352, 2920, 1452, 1366, 1340, 1252, 1123, 1080, 1019, 947 и 849 см-1. Полоса 1452 см-1 предназначена для изгибных колебаний ОН и СН, а полосы 1366 и 1340 см-1 - из-за изгибных колебаний СН и СН2. В диапазоне 1200-800 см-1 основные полосы, расположенные в 1123, 947 и 849 см-1, относятся к колебаниям СН, валентным колебаниям С-С и вибрации дыхания кольца, а также колебаниям качания СН2 соответственно. Полосы в 1080 и 1019 см-1 обе назначены для режимов изгиба CH.

При сравнении спектров ATR-FTIR, изображенных на фиг.3А, можно видеть, что спектр ATR-FTIR комплекса включения 1: 1 хорошо напоминает сумму отдельных спектров молекул гостя и хозяина. Кроме того, можно заметить отсутствие полос ATR-FTIR, заданных молекулой бетулина в диапазонах от 1029 до 1218 см-1, и снижение интенсивности пика при 1738 см-1. Чтобы подтвердить изменения, вызванные взаимодействием гость-хозяин, эти спектральные области будут проанализированы дополнительно.

При 1218 см-1 полоса, расположенная в спектре бетулина ATR-FTIR, может быть отнесена в основном к изгибным колебаниям СН2 и изгибным колебаниям ОН гидроксильной группы в положении С28 бетулина. Полоса исчезла в спектре комплекса включения по сравнению с соответствующей полосой бетулина.      Экспериментальный спектр ATR-FTIR HPβCD не показывает значительных полос в этой области. Эти результаты предполагают возможное взаимодействие изгибных колебаний СН и изгибных колебаний ОН в положении бетулина С28 и изгибных колебаний СН и ОН HP-P-CD.

Спектр бетулина ATR-FTIR показывает полосу при 1452 см-1, приписанную изгибным колебаниям СН3 и СН2. Спектр комплекса включения представлен полосой 1454 см-1.     Спектр ATR-FTIR HPβCD показывает полосу при 1458 см -1. Поскольку положение пика было смещено в сторону более высоких значений волнового числа приблизительно до 6 см-1, при переходе от спектра бетулина ATR-FTIR к спектру комплекса включения бетулин / HPβCD и профиль полосы был изменен, более похож на HPβCD, можно сделать вывод, что взаимодействие между бетулином и CD происходит.

Полоса, расположенная при 1642 см-1 в экспериментальном спектре бетулина, видна в спектре комплекса включения. Полоса присваивается изгибным колебаниям СН2 и валентным колебаниям С = С в концевой группе алкенового фрагмента бетулина. В спектре комплекса включения полоса имеет интенсивность, аналогичную интенсивности, наблюдаемой в спектре бетулина.

О-Н-валентные колебания чистого HPβCD после образования комплекса включения смещены к более высокой частоте 3359 см -1. Это может быть связано с участием гидроксильных групп HPβCD в водородная связь с бетулиновыми группами.

Некоторые из случаев, в которых особенности бетулина снижаются по интенсивности, представляют собой полосы 1029,1218, 1366, 1738 и 2936см-1. 
Возможным объяснением этого может быть то, что молекула HPβCD могла экранировать колебательные моды, характерные для бетулина, вероятно, из-за дополнительного взаимодействия бетулина с молекулой HPβCD. Также полосы, сопровождаемые смещением пиков, предполагают существование взаимодействий гость-хозяин.

Дифференциальная сканирующая калориметрия (DSC) была применена для характеристики комплекса бетулин / HPβCD. Термограммы DSC бетулина, HPβCD и комплекса бетулин / HPβCD показаны на фиг.3. Кривая DSC бетулина (фиг.3B) показала резкий эндотермический пик при 2570 ° C.

Термограммы DSC комплекса включения бетулин / HPβCD, бетулин и HPβCD регистрировали с использованием DSCI, Starre System (Mettler Toledo, Швейцария-США). Образцы запечатывали в алюминиевые сковороды и сканировали при скорости нагревания 10 ° С мин-1 в диапазоне температур от 30 до 300 ° С под паром газообразного азота.

На термограмме бетулин / HPβCD (фиг.3B) интенсивность эндотермического пика при 2570 ° C была снижена, что указывает на отсутствие кристаллического бетулина и его полное комплексообразование с HPβCD.

         1.3 Исследование эффективности  изучаемых  субстанций     на модели  алкогольного стеатогепатита  

Моделирование алкогольного стеатогепатита  проведено на белых крысах, содержащихся в течении 2 месяцев на алкоголь содержащей диете по Либеру - Де Карли. Проведено гистологическое и гистохимическое исследование печени и дана количественная морфометрическая оценка аккумуляции липидов и лимфоцитарной инфильтрации в печени. У животных  определены активность маркерных ферментов, содержание провоспалительных и профиброгенных цитокинов и триглицеридов сыворотки крови. В печени  оценён  уровень триглицеридов. 

1.3.1 Животные и экспериментальный дизайн 

Уход, использование и процедуры, выполняемые в этом эксперименте, были одобрены Комитетом по этике   (Протокол № 29/16 от 23.05.2016 г.) и соответствуют Европейской конвенции по защите используемых позвоночных животных. для экспериментальных и других научных целей и руководство NIH по уходу и использованию лабораторных животных (публикация NIH № 80-23; пересмотренный 1978)

Самцов крыс линии Вистар весом 180-220 г содержали в стандартных лабораторных условиях.

Животные были случайным образом разделены на пять групп: 
1) нормальная группа, получавшая стандартную диету для 10 недель и четыре группы, получающие диету с высоким содержанием жиров (стандартная диета, обогащенная 20% сала и 2%холестерин; HFD): 

2) группа, получавшая HFD, и группы, получавшие лечение, 

3) HFD + бетулин (50 мг / кг); 

4) HFD + бетулин (100 мг / кг); 

5) HFD + комплекс HPβCD (300 мг / кг) и бетулина (50 мг / кг) в течение 10 недель. 

Испытуемые вещества суспендировали в 0,8% водной гипромеллозе до соответствующих концентраций. Нормальная группа и группа, получавшая HFD, получали равный объем 0,8% гипромеллозы в качестве контроля. Каждая группа состояла из десяти животных. В конце 10 недель всех крыс умерщвляли через терминальное кровотечение под анестезией пентобарбиталом (40 мг / кг, внутрибрюшинно) на следующий день после последнего лечения. Образцы крови собирали сразу после 12 часов период голодания и печень были удалены для дальнейшего анализа.

1.3.2 Гистопатология печени 
Образцы печени отбирали случайным образом, фиксировали в растворе Боуина и заливали в парафиновый воск. Гистологические срезы были подготовлены и окрашены гематоксилином и эозином. Другие образцы печени фиксировали в растворе Беккера для определения гистохимического липида. Секции криостата были зафиксированы и окрашены Суданским черным. Срезы тканей получали с помощью светового микроскопа Olympus CX-41 с использованием цифровых изображений, полученных с помощью камеры Olympus С-5060 (Olympus, Япония). Компьютерная морфометрия суданофильной области на предметных стеклах печени, характеризующая накопление нейтральных липидов в печени, была выполнена с помощью программы морфометрического анализа Image J (NIH, США). Анализируя воспалительную инфильтрацию,  зарегистрировали очаги воспаления, состоящие из трех и более клеток в десяти полях зрения.
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Рисунок 4 - Гистологическая оценка печени у крыс, леченных комплексом бетулин и бетулин / HP-CD, с неалкогольным стеатогепатитом (НАСГ). H & E окрашивание, х100. А. Контроль; Б. НАШ; C. НАШ + бетулин, 50 мг / кг; D. НАШ + бетулин, 100 мг / кг; E. NASH + комплекс бетулин / HPβCD (эквивалентно 50 мг / кг бетулина).
Гистологическое исследование контрольных срезов, окрашенных гематоксилин-эозином, показало типичную гистологическую структуру печени с нормальной архитектурой без патологических признаков (рис. 4А). Питание HFD вызвало стеатогепатит, который характеризовался макро- и микровезикулярным стеатозом в сочетании с баллонной дегенерацией, некротическими очагами и внутрилобулярной мультифокальной лимфоцитарной инфильтрацией (Fig. 4B). Мягко выраженная лимфоцитарная инфильтрация наблюдалась вокруг центральных вен и некоторых портальных трактов.

Окрашенные слайды печени, показывающие нормальную архитектуру печени в контрольной группе. В группе, получавшей только HFD, были обнаружены макро- и микровезикулярный стеатоз, вакуолизация и очаги воспаления. Признаки повреждения и дегенерации печени были уменьшены после лечения бетулином в самой высокой дозе, но особенно существенно - у крыс, получавших комплекс.

 Введение обеих доз бетулина несколько улучшило гистологическую картину печени, постепенно уменьшая тяжесть жировой дистрофии и размер жировых капель в гепатоцитах (рис. 4C-D). Внутрилобулярные воспалительные очаги и лимфоцитарная инфильтрация портальных трактов все еще оставались в этих группах, но они значительно менее выражены.
 Морфометрическая оценка относительной площади суданофильной области на предметных стеклах печени у крыс, получавших HFD, показала значительное увеличение (почти в 5,6 раза) этого параметра (рис. 5А). Количество очагов воспаления в этой группе составляло около 12 на поле зрения (рис. 5В).

Лечение крыс, которых кормили ГФД бетулином, не влияло на накопление нейтральных липидов. Количество очагов воспаления было значительно увеличено в группе NASH и снижено во всех обработанных группах, где эффект от наивысшей дозы бетулина был особенно выражен.

1.3.3 Биохимический анализ
 Митохондрии были выделены из печени крысы дифференциальным центрифугированием [16]. Использовали среду для выделения, содержащую 0,125 М  KCl, 0,05 М сахарозы, 0,01 М Трис-HCl, 0,0025 М KH2PO4, 0,005 М MgSO4 и 0,0005 М ЭДТА, рН 7,4. Митохондриальный осадок ресуспендировали в буфере до концентрации белка 35-40 мг / мл. Образование активных форм кислорода (АФК) в митохондриях измеряли с помощью НАДФН-индуцированной хемилюминесценции, усиленной люцигенином, хемилюминогенным зондом для обнаружения супероксидного аниона [17]. Усиленную люцигенином хемилюминесценцию измеряли с помощью люминометра ChLM 1C-01 (СССР) в 0,1 М натрий-фосфатном буфере, pH = 7,4, содержащем 12,5 мкМ FeSO4 и 0,1 мМ NADPH в присутствии 5 мкМ люцигенина. Интенсивность хемилюминесценции выражали в виде числа импульсов в минуту (кпм) на миллиграмм белка.

Биохимические данные также убедительно подтверждают выраженный гепатопротекторный эффект комплекса. Один бетулин в обеих дозах не влиял  на содержание триглицеридов в сыворотке и печени (фиг. 5C, таблица 1).   Ферментные маркеры сыворотки, ALT, AST и ALP, были значительно активированы у крыс с НАСГ, и эти параметры были снижены у крыс, получавших все вещества. Значение ключевого провоспалительного цитокина, TNFα, было заметно повышено в группе NASH, тогда как бетулин в самой высокой дозе (100 мг / кг)   снижал этот параметр со статистической значимостью (таблица 1).

Таблица 1 - Биохимические показатели в сыворотке крови крыс с НАСГ, которым вводили бетулин и его комплекс с HPβCD.

	
	Control
	NASH
	NASH+

Bet 50
	NASH+

Bet 100
	NASH+

Complex

	ALT, IЕ
	50.4±2.54
	96.1±6.78 a
	77.0±3.37 ab
	65.8±3.94 abc
	65.3±3.89 bc

	АSТ, IE
	71.7±3.59
	110.1±5.36 a
	95.7±8.06 a
	97.1±8.24 a
	86.6±4.58 b

	ALP, IE
	123±14.6
	359±17.4 a
	236±29.1 ab
	210±27.5 ab
	168±21.5 b

	Triglycerides,

mmol/l
	1.83±0.121
	4.31±0.243 a
	3.60±0.263 a
	3.64±0.155 a
	2.82±0.225 abc

	TNFα, pg/ml
	7.7±0.36
	13.6±0.67а
	12.2±1.27а
	10.6±0.95 аb
	10.4±1.12 аb


Обозначения: а - р <0,05 по сравнению с контролем; б - р <0,05 по сравнению с группой НАСГ; c - p <0,05 по сравнению с группой NASH, получающей Bet, 50.



           Следовательно, приведенные выше данные свидетельствуют о том, что у крыс с НАСГ, индуцированным кормлением HFD и характеризующимся выраженными признаками стеатоза и воспаления в печени, введение обеих доз бетулина (50 и 100 мг / кг) не влияло на липид. накопление в печени и проявил умеренный противовоспалительный эффект, уменьшая количество воспалительных очагов в печени и содержание TNFα в сыворотке под влиянием самой высокой дозы бетулина. 

Конечные продукты перекисного окисления липидов в ткани печени были измерены как вещества, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой (TBARS) [18], и выражены в нмоль на г ткани печени. Уровень глютатиона (GSH) в печени оценивали по улучшенному методу DTNB (5,5'-дитиобис- (2-нитробензойная кислота) [19] и выражали в мкмоль на г ткани.

Сывороточные маркеры, аланин (ALT) и аспартат (AST) аминотрансферазную активность, а также активность щелочной фосфатазы (ALP), а также триглицериды печени и сыворотки измеряли с использованием коммерческих наборов от Lachema (Брно, Чешская Республика) в соответствии с инструкциями производителя. Фактор некроза опухоли сыворотки альфа (TNFα) и трансформирующий фактор роста бета (TGFβ) измеряли методами ELISA с использованием соответствующих наборов (R & D Systems GmbH, Висбаден, Германия). Концентрации белка в тканях печени и митохондриях определяли по методу Лоури [20].

1.3.4  Параметры, характеризующие окислительный стресс

          Измеренные параметры, связанные с окислительным стрессом, были значительно увеличены в группе с НАСГ. Питание при HFD резко увеличило продукцию митохондриальных супероксид-анионов (более чем в 2 раза), что свидетельствует об интенсивности хемилюминесценции с люцигенином (Fig. 5D). Высокая доза бетулина (100 мг / кг), но не бетулина в дозе 50 мг / кг, снизила этот показатель со статистической значимостью. 
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Рисунок  5 - Параметры, характеризующие изменение в печени крыс с НАСГ, которым вводили бетулин (Bet) в дозах 50 мг / кг (Bet,50) и 100 мг / кг (Bet,100) и комплекс бетулина( 50 мг /кг) с HBβCD.

A.  Морфометрическая оценка площади суданофильной зоны (судансчкий черный / общая площадь х 100).

B. Количество очагов воспаления на поле зрения

C. Содержание триглицеридов в печени.

D. Люцегенин-усиленная хемилюминесценция  митохондрий печени.

E. Реакционноспособные к тиобарбитуровой кислоте вещества в ткани печени.

F. Снижение содержания глютатиона в тканях печени.

1.3.4  Статистический анализ
Значения выражены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM). Данные анализировали статистически с помощью двустороннего дисперсионного анализа (ANOVA) (программное обеспечение GraphPad, Prism v5.0). Уровень значимости определяли при р <0,05.

Результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего: а-р <0,05 по сравнению с контролем; б-р < 0,05 по сравнению с группой НАСГ; с-р <0,05 по сравнению с группой NASH, получающей Bet, 50.

2 Исследование эффективности изучаемых нанокомплексов  на модели неалкогольного стеатогепатита

Для моделирования неалкогольного стеатогепатита, как компонента метаболического синдрома,  использовано скармливание высокожировой диеты на протяжении 2-3 месяцев.   Оценены динамика глюкозы крови, содержание инсулина и проинсулина сыворотки крови, уровень гликозидированного гемоглобина, а также проведен тест на толерантность к глюкозе и рассчитан HOMA-IR индекс.

2.1 Гистопатология печени

Введение комплекса бетулин / HPβCD значительно уменьшало площадь суданофильной области у крыс, получавших HFD. Все вышеуказанные изменения в накоплении нейтральных липидов в печени находились в согласии с повышенным содержанием триглицеридов в печени и сыворотке (Рис. 5C; Таблица 1) у животных, получавших HFD, и его значительным снижением только в группе, получавшей комплекс. 

Введение бетулина в комплексе с HPβCD заметно снижало тяжесть жировой инфильтрации гепатоцитов (Fig. 4E). В большинстве случаев наблюдались признаки диффузной микровезикулярной дистрофии. Лимфоидная инфильтрация портальных трактов сохранялась, но очаговая интралобулярная инфильтрация была значительно уменьшена.

2.2 Биохимический анализ
Биохимические данные также убедительно подтверждают выраженный гепатопротекторный эффект комплекса. Комплекс бетулин / HPβCD снижал содержание триглицеридов в сыворотке и печени (фиг. 5C, таблица 1), тогда как один бетулин в обеих дозах не влиял на эти параметры. 

Ферментные маркеры сыворотки, ALT, AST и ALP, были значительно активированы у крыс с НАСГ, и эти параметры были снижены у крыс, получавших все вещества. Значение ключевого провоспалительного цитокина, TNFα, было заметно повышено в группе NASH, тогда как бетулин в самой высокой дозе (100 мг/кг) и комплекс снижали этот параметр со статистической значимостью (таблица 1).

 Приведенные выше данные свидетельствуют о том, что у крыс с НАСГ, индуцированным кормлением HFD и характеризующимся выраженными признаками стеатоза и воспаления в печени.

Комплексообразование бетулина (50 мг / кг) с HPβCD значительно улучшало гепатозащитные свойства  соединения, улучшающее гистологическую картину печени: уменьшение площади суданофильного окрашивания и количества очагов воспаления, а также благотворное влияние на биохимические показатели: нормализация активности фермента сывороточного маркера, снижение сывороточного TNFα и значения триглицеридов в сыворотке и печени.

2.3  Параметры, характеризующие окислительный стресс

Питание при HFD резко увеличило продукцию митохондриальных супероксид-анионов (более чем в 2 раза), что свидетельствует об интенсивности хемилюминесценции с люцигенином (Fig. 5D). Наиболее выраженный эффект наблюдался в группе, получавшей комплекс, где интенсивность хемилюминесценции не отличалась от контрольной величины.

Содержание TBARS в ткани печени было заметно выше (рис. 5Е), а восстановленный глутатион был ниже (рис. 5F) со статической значимостью по сравнению с контрольной группой.
Как дозы бетулина так, так и комплекс бетулина с HPβCD значительно снижали содержание TBARS в одинаковой степени (примерно в 1,6 раза), тогда как уровень GSH не изменялся во всех группах, получавших эти вещества. 
Таким образом, комплексообразование с HPβCD увеличивает антиоксидантный потенциал бетулина и его способность улавливать свободные кислородные радикалы.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Были проведены эксперименты по разработке методов комплексирования растительных субстанций с циклодекстринами. Для сравнения были сняты спектры чистого циклодекстрина и субстанции. На основе полученных данных были вычислены пики поглощения и их коэфициенты экстинции.
Проведено моделирование алкогольного стеатогепатита  на белых крысах, содержащихся в течении 2 месяцев на алкоголь содержащей диете по Либеру-ДеКарли. Моделирование неалкогольного стеатогепатита, как компонента метаболического синдрома,  использовано скармливание высокожировой диеты на протяжении 2-3 месяцев.   Оценены динамика глюкозы крови, содержание инсулина и проинсулина сыворотки крови, уровень гликозидированного гемоглобина, а также проведен тест на толерантность к глюкозе и рассчитан HOMA-IR индекс. Проведено гистологическое и гистохимическое исследование печени и дана количественная морфометрическая оценка аккумуляции липидов и лимфоцитарной инфильтрации в печени. У животных  определены активность маркерных ферментов, содержание противовоспалительных и противофиброгенных цитокинов и триглицеридов сыворотки крови. Результаты этого исследования демонстрируют, что комплекс бетулин/ HPβCD был успешно получен месильным методом.

Результаты ИК-Фурье-спектроскопии и ДСК дали важные доказательства образования комплекса включения бетулин/ HPβCD. Растворение in vitro показало, что эффективность растворения комплекса включение бетулин/ HP-CD была значительно выше, чем эффективность одного бетулина. М ы обнаружили, что потребление HFD в течении 10 недель у крыс вызывало развитие НАСГ, которое характеризовалось стеатозом и воспалительными признаками в печени. Комплекс бетулин/ HPβCD в дозе, соответствующей 50 мг/кг бетулин, показал выраженное гиполипидемическое и противовоспалительное действие. Введение комплекса уменьшало накопление липидов в печени, нормализовало активность фермента в сыворотке-маркере, а также уменьшало количество  очагов воспаления в печени и содержание в сыворотке основного провосполительного цитокина TNFα. Эти эффекты комплекса были значительно выше, чем у свободного бетулина в одной и той же дозе. Комплексообразование бетулина с  HPβCD заметно увеличивало поглощение свободных радикалов и антиоксидантные свойства тритерпена, что, в свою очередь, снижало продукцию опосредованного TNFα воспалительный процесс в печени. Этот механизм объясняет усиление противовоспалительных свойств комплекса бетулин/ HPβCD по сравнению с одним бетулином. Терапевтический эффект комплексного введения при 50 мг/кг эквивалента бетулина существенно превышал эффект более высокой дозы только бетулина (100 мг/ кг).
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