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Реферат

Есеп 32 бет, 8 сурет, 9 кесте, 36 дерек, 2 қосымша.

СУБСТАНЦИЯЛАР, СУБСТАНЦИЯЛАРДЫ АЛУ, ЦИКЛОДЕКСТРИНДЕР, КОМПЛЕКСТЕУ ӘДІСТЕРІ, НАНОКОМПЛЕКСТЕР, БЕТУЛИН, СЕЗАМИН, ЖҮЗГІН, ЕРІГІШТІК, ФИЗИКА-ХИМИЯЛЫҚ СИПАТТАМАЛАР, ГЕПАТОПРОТЕКТОРЛЫҚ ӘСЕР, АНТИОКСИДАНТТЫ БЕЛСЕНДІЛІК

Зерттеу нысандары – алғаш рет зерттеу нысандары ретінде Polygonaceae, Betulaceae мен Onagraceae өсімдіктері іріктеліп алынды.

Жұмыс мақсаты – жеке өсімдік субстанциялары негізінде созылмалы диффузды бауыр ауруларын түзетуге арналған дәрілік препараттарды әзірлеу бойынша жұмыстарды жүзеге асыру.

Материалдар мен жұмыс әдістері: КСРО мемлекеттік фармакопеясының XI басылымы мен ҚР мемлекеттік фармакопеясы ұсынған жалпы қабылданған әдістер. Құралдар: «Agilent 1200» сериясындағы диодты матрицалы детектор және Zorbax RX C18 5 мкм, 3,0x150 мм (PN 883967-302) колонкамен жабдықталған ЖЭСХ (АҚШ, Agilent Technologies); спектрофотометр «Cary-50» (Австралия); «ATR-FTIR» спектроскопия (инфрақызыл диапазондағы толық шағылысқан фурье-түрлендіруі); «DSC» әдісі (дифференциалды сканерлеуші калориметрия); Фурье-ИҚ спектроскопия; «Olympus CX-41» жарық микроскобы.

Нәтижелер мен жаңалығы: алғаш рет

· бетулин:циклодекстрин супрамолекулалық комплексі алынды; комплекс айқын гиполипидемиялық және қабынуға қарсы әсер көрсетті; радикалдардың сіңірілуі мен бетулиннің антиоксиданттық қасиеттерін айтарлықтай арттырды;

· сезамин:циклодекстрин комплексінің аффиндік константасы 982,35 М-1 болып, сезаминнің ерігіштігі 10 есе артты; қан сарысуы мен бауырдың биохимиялық зерттеулері гепатопротекторлық әсерінің бар екенін көрсетті;
· жүзгін субстанциясын циклодекстрин туындыларының екі түрімен комплекстеу нәтижесінде түзілген комплекстерге қарағанда субстанцияның ерігіштігі жоғары болды және фагоцитоз процестерінің иммунитет тапшылығы жағдайында фагоцитарлық белсенділікті күшейтетін әсері айқын көрініп, оның иммуномодуляторлық және иммуностимуляторлық әсері анықталды. 
Клиникаға дейінгі зерттеулер жүргізу үшін құжаттама дайындалды.

Қолдану саласы: биологиялық белсенді заттардың химиясы, фармакология, нанотехнология, фармация.
Экономикалық тиімділігі немесе жұмыстың маңыздылығы 
жүргізілген зерттеулердің ғылыми маңыздылығы циклодекстриндермен жеке субстанцияларды комплектеудің тиімді әдістерін әзірлеу болып табылады; 

практикалық маңыздылығы – 

-бетулин субстанциясына қарағанда ерігіштігі үш есе жоғары және гепатопротекторлық әсері неғұрлым басым болатын бетулин:HPβCD супрамолекулалық комплексін құру;

-бастапқы субстанцияға қарағанда 10 есе жақсы еритін, гепатопротекторлық әсері басымырақ, биожетімділігі жоғары болып келетін сезаминнің нанокомплексін құру;

-айқын антиоксиданттық әсері бар жүзгіннің этилацетатты фракциясының иммуномодуляторлық және иммуностимуляторлық әсерінің басымдығы болып табылады.
Зерттеу нысанының дамуы туралы болжамдар: алкогольді және алкогольсіз стеатогепатит нәтижесінде туындаған бауыр фиброзын емдеуге арналған сенімді дәрілік заттар қалпына келетін табиғи ресурстар субстанцияларын қолдану арқылы алынатын бауыр паталогиясын емдеу үшін бәсекеге қабілетті нанопрепараттар ретінде қолданыс табады.
Реферат

  Отчет  32 с., 8 рис., 9 табл., 36 источн., 2 прил.

СУБСТАНЦИИ, НАРАБОТКА,  ЦИКЛОДЕКСТРИНЫ, МЕТОДЫ КОМПЛЕКСИРОВАНИЯ, НАНОКОМПЛЕКСЫ,  БЕТУЛИН, СЕЗАМИН, ЖУЗГУН, РАСТВОРИМОСТЬ, ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ, ГЕПАТОПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТ, АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ
Объекты исследования - впервые  в качестве объекта исследования   отобраны   растения рода гречишных (Polygonaceae) , березовых Betulaceae и кипрейных (Onagraceae):

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

Материалы и методы работы: общепринятые методики, приведенные в Государственной Фармакопее СССР XI издания и  в Государственной Фармакопее РК. Приборы:  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); Фурье-ИК спектрометр; метод DSC (дифференциальная сканирующая калориметрия), световой микроскоп Olympus CX-41.
Результаты и новизна: впервые 
· создан супрамолекулярный комплекс бетулин:циклодекстрин, показавший выраженное гиполипидемическое и противовоспалительное действие; увеличивающий поглощение свободных радикалов и антиоксидантные свойства бетулина;

· константа афинности комплекса сезамин:циклодекстрин составила 982,35 М-1, растворимость сезамина увеличилась в 10 раз, по биохимическим исследованиям сыворотки крови и печени показал гепатопротективный эффект;
· комплексация субстанции жузгуна с обоими типами производных циклодекстрина  показало, что растворимость субстанции выше и оказывает наиболее выраженный эффект стимуляции фагоцитарной активности в условиях иммунодефицита процессов фагоцитоза, что указывает на иммуномодулирующий и иммуностимулирующий эффекты.

Подготовлена документация для проведения доклинических исследований.

Область применения: химия   БАВ,  фармакология, нанотехнология, фармация.
Экономическая эффективность или значимость работы- 
научная значимость проведенных исследований заключается в разработке эффективных методов комплексирования  индивидуальных субстанций с циклодекстринами;
практическая значимость – 
- в создании эффективного супрамолекулярного комплекса бетулина и HPβCD, имеющего растворимость в три раза выше субстанции бетулина и более выраженный гепатопротективный эффект; 
- в создании эффективного комплекса сезамина, растворимость которого в 10 раз выше  исходной субстанции,  с преимущественным гепатопротекторным действием нанокомплекса сезамина, повышением её биодоступности; 
- в выраженном иммуномодулирующем и иммуностимулирующем эффектах этилацетатной фракции жузгуна с выраженным антиоксидантным действием. 

Прогнозные предположения о развитии объекта исследования: надёжные средства для лечения фиброза печени в исходе алкогольного и неалкогольного стеатогепатитов  найдут применение как конкурентоспособные нанопрепараты для лечения патологии печени с применением субстанций из постоянно возобновляемых природных ресурсов.
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термины и Определения

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими определениями:
	Алкогольный стеатогепатит
	· хроническое поражение печени воспалительного характера, вызванное токсическим воздействием этанола на печень

	Антиоксиданты
	· вещества, которые ингибируют окисление; любое из многочисленных химических веществ, в том числе естественные продукты деятельности организма и питательные вещества, поступающие с пищей, которые могут нейтрализовать окислительное действие свободных радикалов и других веществ

	Гепатопротекторы
	· это медикаментозные препараты, которые способствуют восстановлению и поддержанию основных функций печени

	Дифференциальная сканирующая калориметрия
	· это метод, используемый для изучения того, что происходит с полимерами при нагревании

	Доклинические исследования
	· это основополагающий этап разработки и внедрения лекарственного препарата в клиническую практику, позволяющий своевременно изучить фармакологические, токсические и фармацевтические свойства и оценить эффективность и безопасность

	Иммуномодуляторы
	· разнородные биологически активные вещества, влияющие на иммунную систему либо участвующие в её функционировании

	Иммуностимуляторы
	· вещества, стимулирующие неспецифическую резистентность организма и иммунитет

	Ко́мплекс
	· система, совокупность чего-либо, объединённого вместе, имеющего общее предназначение, и отвечающего какой-либо определённой общей цели

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

	Концентрация
	· количество вещества, содержащегося в единице объема 

	Хронические диффузные заболевания печени
	· это достаточно большая группа болезней печени различной этиологии. Причинами возникновения этих заболеваний чаще всего являются вирусы гепатита В, С, D, G, токсические вещества 

	Наносистема
	· система, содержащая структурные элементы – нанообъекты, линейный размер которых хотя бы в одном измерении имеет величину, составляющую 1-100 нм, определяющие основные свойства и характеристики этой системы

	Неалкогольный стеатогепатит 
	· самостоятельная нозологическая единица, для которой характерны повышение активности ферментов печени в крови и морфологические изменения в биоптатах печени, подобные изменениям при алкогольном гепатите; однако больные с НАСГ не употребля ют алкоголь в количествах, способных вызывать повреждение печени

	Патентная документация
	· совокупность публикуемых и непубликуемых документов, содержащих результаты научно-исследовательских, научно- конструкторских и инициативных разработок, заявленных или признанных открытиями, изобретениями, промышленными образцами, полезными моделями, а также сведения об охране прав изобретателей, патентообладателей, владельцев дипломов и свидетельств о регистрации промышленных объектов

	Полиме́ры
	· вещества, состоящие из «мономерных звеньев», соединённых в длинные макромолекулы химическими или координационными связями 

	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 

	Раствор концентрированный
	· раствор, содержащий максимально возможное содержание растворенного вещества  

	Реактив
	· вещество, вступающее в характерную реакцию с другими веществом и тем самым дающее возможное вещество

	Световой микроскоп
	· это оптический прибор, позволяющий получить увеличенное изображение трудноразличимых невооруженным глазом или вообще невидимых объектов 

	Специфические проявители
	· реагенты, выявляющие определенные группы соединений

	Субстанция
	· вещество надлежащий чистоты, из которого в промышленности изготавливают лекарственные средства и лекарственные формы

	Фиброз печени
	· то сверхвыраженный процесс заживления с образованием избыточного количества соединительной ткани, инкорпорированной в ткань печени

	Фурье-ИК спектроскопия
	· совокупность методов измерений спектров различной природы, в которых спектр вычисляется не по интенсивности сигнала или пространственной области

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

	Циклодекстрины
	· относятся к классу природных макроциклических олигосахаридов, получаемых путем ферментативной изомеризации крахмала


Обозначения и сокращения

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими  обозначениями и сокращениями:
	АСГ
	· аспартат аминотрансферазы

	АФК
	· активные виды кислорода  

	ВЖД
	· высокожировая диета 

	ВОЗ
	· Всемирная Организация Здравохранения  

	ВЭЖХ
	· высокоэффективная жидкостная хроматография

	ГЖХ
	·  газожидкостная хроматография

	ЕврАэЭС
	· Евразийское экономическое общество

	ИК
	· инфракрасная спектроскопия

	НАСГ
	· неалкогольный стеатогепатит

	ТСХ
	· тонкослойная хроматография

	УФ
	· ультрафиолетовая спектроскопия

	ФИ
	· фагоцитоз

	ХДЗП
	· хронические диффузные заболевания печени

	ЩФ
	· щелочная фосфатаза

	β-ЦД
	· β-циклодекстрин

	ALT
	· аланин аминотрансфераза

	ATR-FTIR
	· инфракрасное преобразование с фурье-преобразованием с полным отражением

	DSC
	· дифференциальная сканирующая калориметрия

	DTNB
	· 5,5'-дитиобис- (2-нитробензойная кислота)

	HPβCD
	· 2-гидроксипропил-β-циклодекстрин  

	HOMA-IR                               
	· индекc инсулинорезистентности

	GSH
	· глутатион

	СН50
	· гемолитические единицы

	TBARS
	· тиобарбитуровая кислота

	TGF-β
	· трансформирующий ростовой фактор бета 

	TNF-α
	· фактор некроза опухолей альфа

	TNF-β
	· фактор некроза опухоли

	IL-6
	· интерлейкин 6

	UV-VIS
	· ультрафиолетовая и видимая область спектра


ВВЕДЕНИЕ
Оценка современного состояния решаемой научно-технической проблемы

Главная цель Государственной программы развития фармацевтической и медицинской промышленности Республики Казахстан - обеспечение планомерного снижения зависимости здравоохранения Республики Казахстан от импорта лекарственных препаратов путем более полного использования собственных производственных мощностей, сырьевых ресурсов, научно-технического потенциала и создания новых фармацевтических производств на базе современных технологий.

Одним из основных приоритетов социально-экономической политики правительства Республики Казахстан и действующей государственной программы импортзамещения является обеспечение населения медикаментами отечественного производства, вследствие чего большое внимание уделяется выпуску готовых лекарственных форм из растительного сырья. Известно, что на фармацевтическом рынке Казахстана преобладают импортные лекарственные средства. И хотя наблюдается постепенное увеличение доли отечественной продукции, более 90% объема розничных продаж составляют препараты зарубежного производства.

За последние годы известен ряд работ по созданию оригинальных лекарственных средств на основе отечественных субстанций, обладающих выраженной активностью. Несмотря на достижения в этом направлении, активный поиск новых препаратов продолжается.

Сегодня Казахстан, имея производственные мощности, научный и кадровый потенциал для организации производства собственных медикаментов, способен создавать и развивать новые высокоэффективные препараты. 

Основанием и исходными данными для разработки темы является тема «Разработка лекарственных препаратов для коррекции хронических диффузных заболеваний печени на основе индивидуальных растительных субстанций», входящая в приоритет «Науки о жизни и здоровье», в подприоритет  «Фундаментальные и прикладные исследования в области биологии - Поиск новых лекарственных веществ, фармакологические их исследования и технологии производства оригинальных лекарственных препаратов», в Конкурс МОН РК по грантовому  финансированию  по научным и (или) научно-техническим проектам на 2018-2020 годы от 15.08.2017 №410,
Обоснование необходимости проведения НИР. Среди наиболее распространённых болезней цивилизации, принимающих масштаб эпидемий, можно выделить и ХДЗП (гепатиты, стеатогепатиты, фиброз/цирроз печени). Летальность от последнего по данным ВОЗ составляет 10-20 случаев на 100 тыс. населения, в США занимает 4 место. По статистике ВОЗ, примерно 30% взрослых жителей планеты страдают болезнями печени, которые так или иначе связаны с негативными последствиями жизни в мегаполисах; согласно данным ВОЗ, примерно одна треть всех жителей Земли заражена вирусом, вызывающим гепатит и убивающим ежегодно около миллиона человек; в последние годы в большинстве регионов России среди больных острым гепатитом С преобладают лица в возрасте от 15 до 29 лет (70–80 %), в то время как дети составляют 3,3–3,6 %. В странах ЕврАэЭС, как и во всём мире, отмечен высокий уровень печёночной патологии,  имеющий тенденцию к росту как заболеваемости, так и смертности от осложнений в виде фиброза и цирроза. Исследователи выяснили, что у пациентов с циррозом и хроническими заболеваниями печени зафиксирован общий уровень смертности в 40 процентов после заражения COVID-19. Эксперты изучили истории болезней 152 пациентов из 21 страны с хроническим заболеванием печени и циррозом печени, которые заразились коронавирусом. В исследовании, опубликованном в Journal of Hepatology говорится о том, что у пациентов с прогрессирующим циррозом был зафиксирован самый высокий уровень смертности (до 63 процентов) по сравнению с 12 процентами для пациентов с другими хроническими заболеваниями печени, но без цирроза. По данным Всемирной организации здравоохранения, уровень смертности от цирроза печени в Республике Казахстан составлял на 2003 год 57,2 случая на 100 000 населения. 
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.
Среди наночастиц – возможных переносчиков лекарств (дендримеры, фулерены, нанотрубки и др.), применение которых в практической медицине в настоящее время интенсивно исследуется, циклодекстрины являются наименее чужеродными для человеческого организма.Применение комплекса циклодекстрина и лекарства позволит солюбилизировать и стабилизировать активный ингредиент внутри наночастицы, что приведёт к повышению активной формы лекарства в органе-мишени. Модификация структуры циклодекстрина направлена на увеличение числа и объёма гидрофобных центров в структуре наносферы. 

Сведения о научно-техническом уровне разработки

По теме НИР опубликовано 19 работ, из них подана 1 заявка на патент РК, 1 статья в журнале с высоким импакт-фактором (IF 5,065, Q1, процентиль 92%), 2 учебника, 1 статья в журнале с  РИНЦ, 10 статей в журналах, рекомендованных Комитетом по надзору МОН РК в сфере образования,  4 материалов и тезисов докладов на Международных научно-практических конференциях.
В целом, научно-методический уровень выполненной работы соответствует аналогом, опубликованным в открытой научной печати. 

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

Перечень наименований проведенных этапов данного проекта: 

· 2018 год инв. № 0218РК01024. Сбор и закуп сырья, разработка технологии приготовления. Выделение и очистка индивидуальных биологически активных субстанций Казахстана и Белоруси. Разработка методов комплексирования растительных субстанций, средств с циклодекстринами. Оценка комплексирования физико- химическими методами. Скрининговые исследования субстанций на моделях стеатоза, стеатогепатита.
·  2019 год инв. № 0219РК01028. Исследование эффективности изучаемых нанокомплексов на модели алкогольного стеатогепатита. Исследование эффективности изучаемых нанокомплексов на модели неалкогольного стеатогепатита.
· Патентные исследования и выводы:

На основании патентных исследований глубиной 10 лет было выявлено, что тема является патентоспособной, конкурентоспособной. 

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 конкурентоспособностью, эффективностью применения.

Сведения о метрологическом обеспечении. Измерительное оборудование проходит ежегодную  поверку в метрологических службах университета с соответствующими лабораториями в установленном порядке.

Актуальность темы.  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. 

Новизна: впервые

· выявлены структуры, стабильность и биодоступность, многосторонней характеристики биологических свойств новых наночастиц на базе циклодекстринов;
· выделены индивидуальные биологические активные субстанции растительного происхождения для использования в целенаправленном транспорте растительных субстанций в орган-мишень (печень); 
· установлены фармакологические действия нанокомплексов при ХДЗП (алкогольный и неалкогольный стеатогепатиты).
Связь данной работы с другими научно-исследовательскими работами 

Выполненная работа посвящена разработке лекарственных  нанопрепаратов для коррекции хронических диффузных заболеваний печени  на основе  индивидуальных  растительных субстанций, что связана с приоритетными направлениями по поиску новых лекарственных веществ, их фармакологических исследований и технологии производства оригинальных лекарственных препаратов на основе отечественного растительного сырья для медицины и фармации с использованием своих производственных мощностей.
 Цель последнего этапа работы  - анализ полученных результатов, подготовка патентной документации, отбор наиболее эффективных нанокомплексов для доклинических испытаний, подготовка документации для проведения доклинических исследований. 

Задачи на 2020 год:
- Анализ полученных результатов. Подготовка патентной документации. Отбор наиболее эффективных нанокомплексов для доклинических испытаний

- Подготовка документации для проведения доклинических исследований 
Основная часть

Многие производные циклодекстринов имеют хорошо изученный уровень клинической безопасности. Исследования комплексирования циклодекстринов с лекарственными соединениями проводятся в ряде лабораторий различных стран. Создана водорастворимая лекарственная композиция и способ ее получения для таких известных препаратов, как Сибазон, Азалептин, Мезапам, Индометацин, показавшие снижение терапевтической дозы лекарственного средства  в несколько раз [1]. Известны комплексы β-циклодекстрина с нестероидными противовоспалительными средствами (парацетамол, ибупрофен, кетопрофен, флуфенамовая и мефенамовая кислоты и др.), стероидами, простагландинами и простациклинами, барбитуратами, сульфонамидами, сердечными гликозидами и другими препаратами, известны комплексы циклодекстрина с моносахаридами, уроновыми кислотами [2, 3, 4].

Комбинация силимаринас β-циклодекстрином (β-ЦД) повышает биодоступность препаратов 6,6 раз [5]  в качестве отличного гепатопротектора [6],  а сочетание байкалеина с β-ЦД улучшает биодоступность на 165% [7],в Китае используется гидрогель для вагинального применения на основе байкалеина и оксипропил-γ-ЦД [8].  Комплексацияизофлавонов сои с β-ЦД повышала биодоступность до 170-180% [9]. Гидроксипропил-β-ЦД  также повышал биодоступность и проникновение пуэрарина через гематоэнцефалический барьер, улучшая тем самым терапевтический эффект полифенола при ишемии-реперфузии мозга у крыс [10].  У пациентов с диабетом 2 типа и компенсированным алкогольным поражением печени пероральный приём комплекса силибинин-β-ЦД существенно снижает уровни глюкозы и триглицеридов плазмы крови, угнетал перекисное окисление липидов и улучшал активность инсулина [11].

В течение последнего десятилетия пристальное внимание фармакологов уделяется использованию растительных субстанций, обладающих широким спектром биологического действия, в частности противовоспалительной, иммуномодуляторной, антиоксидантной, инсулин-сенситизирующей и антиапоптотической активности. Так, по литературным данным, многие соединения растительного происхождения обладают выраженным гепатопротективным и противофиброзным действием.Преимуществом фитопрепаратов в лечении различных заболеваний является их низкая токсичность и возможность длительного применения без развития побочных эффектов и привыкания. Наряду с этим, использование растительных средств остаётся актуальным для практической медицины, так как их стоимость значительно ниже стоимости синтетических, особенно импортных лечебных препаратов.

Избыточное хроническое потребление этанола вызывает алкогольное поражение печени, являющееся одной из наиболее важных причин смертности в различных частях мира. Длительное употребление алкогольных напитков вызывает стеатоз печени, прогрессирующий до алкогольного стеатогепатита (АСГ), фиброза и цирроза печени. Переход от стеатоза к АСГ стимулируется различными экзогенными и эндогенными факторами, индуцирующими окислительный стресс, повышающими токсичность этанола и активирующими наработку провоспалительных цитокинов, таких, как TNFα и IL-6 [12]. Активируемые окислительным стрессом, развивающимся в процессе потребления этанола, эти цитокины опосредуют процессы воспаления и апоптоза в печени, что, в свою очередь, способствует переходу от стеатоза к стеатогепатиту. Ключевая роль окислительного стресса в патогенезе АСГ указывает на необходимость антиоксидантной терапии в коррекции этой патологии. Различные антиоксиданты могут эффективно смягчать течение АСГ у пациентов и опытных животных вследствие их способности угнетать окислительный стресс в печени [13].
Бетулин является тритерпеном, содержащимся в ряде растений. В экстрактах из коры берёзы содержание бетулина варьирует от 54% до 82% сухого веса [14]. Бетулин способен улавливать свободные кислородные радикалы [15], что объясняет антиоксидантные свойства этого соединения. Именно с антиоксидантными и противовоспалительными свойствами бетулина связывают его различные фармакологические эффекты, в том числе и гепатопротективные свойства. Бетулин защищает печень при интоксикации ацетаминофеном [16], у животных с острой [17] и подострой [18] алкогольной интоксикацией. В нашей лаборатории недавно был продемонстрирован гепатопротективный эффект бетулина при прогрессирующем алкогольном стеатогепатите у крыс [19].
Однако препятствием к применению бетулина является его низкая водорастворимость и, вследствие чего, бетулин плохо абсорбируется в кишечнике, что ограничивает его биодоступность и разработку этого многообещающего гепатопротективного агента для возможного клинического применения [15]. Плохая водорастворимость субстанций является существенной проблемой фармацевтики и для её устранения существуют различные подходы, одним из них является комплексация с циклодекстринами. Известно, что комплексирование бетулина с циклодекстринами повышает его растворимость и комплекс демонстрирует более выраженные антинеопластические и антиангиогенные свойства на модели меланомы у мышей по сравнению с монопрепаратом бетулина [14]. Среди производных циклодекстринов, 2-гидроксипропил-β-циклодекстрин (HPβCD) обладает высокими солюбилизирующими возможностями и низкой токсичностью [20]. Более того, HPβCD хорошо переносится экспериментальными животными и людьми, будучи разрешён к применению в медицинской и пищевой промышленности в США и большинстве стран Европы.
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).

1 Сбор и закуп сырья, разработка технологии приготовления. выделение и очистка индивидуальных биологически активных субстанций казахстана и белоруси. Разработка методов комплексирования растительных субстанций, средств с циклодекстринами. оценка комплексирования физико- химическими методами. скрининговые исследования субстанций на моделях стеатоза, стеатогепатита
Основные результаты исследований:

Проведен сбор  и закуп растительного сырья в Восточном Казахстане для  наработки субстанций.  По проекту был проведен литературный и патентный  поиск по исследуемому растительному сырью – по различным видам растений рода Calligonum (жузгун), Chamanerion latifolium (L.) Th.Fr.et Lange, в результате которого было установлено наличие биологически  активных веществ в них, найдены области применения в народной медицине. Выявлено наличие различных видов фармакологической активности, были определены места произрастания и распространения растений, собраны сведения по ботаническому описанию. По данным патентного и литературного поиска установлено, что выбранные объекты – Calligonum aphyllum (Pall.) Guerke., Chamanerion latifolium (L.) Th.Fr.et Lange на химический состав практически не исследованы.

Растительное сырье было иccледовано на cоответcтвие качеcтву, по методам приведенным в Национальной фармакопее Республики Казахстан. Были определены показатели доброкачественности сырья перед началом определения оптимальных условий экстрагирования для данного вида растительного сырья. 

По разработанной нами технологии получения  субстанции проведена наработка биологически активной субстанции из плодов и стеблей раcтения жузгуна для проведения анализов на основные группы БАВ. Выделены и очищены субстанции  в индивидуальном состоянии. 
Проведен патентный и литературный поиск по методам комплексирования растительных субстанций  с циклодекстринами. На основе результатов поиска проведен отбор методов комплексирования.   Были проведены эксперименты по разработке методов комплексирования растительных субстанций, средств с циклодекстринами. Для сравнения были сняты спектры чистого циклодекстрина и субстанции. На основе полученных данных были вычислены пики поглощения и их коэфициенты экстинции.

Комплексацию субстанции стебля жузгуна с обоими типами производных циклодекстринов можно считать неудовлетворительной, поскольку влияние циклодекстринов на растворимость было незначительным. Поэтому необходимо в субстанции отделение танинов и флавоноидов между собой и использовать для комплексации и дальнейших исследований.

Проведено комплексирование сезамина с 2-гидрокспропил-β-циклодекстрином, при этом растворимость сезамина увеличилась в 10  раз. Константа афинности составила при этом 982,35 М-1, что свидетельствует об образовании стабильного комплекса.  Биохимические исследования сыворотки крови и печени указали на гепатопротективный эффект комбинации сезамина с HPβCD, несколько более выраженный по сравнению с монопрепаратом сезамина. Только комплекс угнетает активность маркерных сывороточных ферментов, ALT и AST, отражающих процессы цитолиза в печени и более выраженно, чем сам сезамин, снижает содержание триглицеридов сыворотки крови. В то же время оба препарата в одинаковой степени снижали активность щелочной фосфатазы св сыворотке крови и содержание триглицеридов печени. Следует отметить отсутствие влияния и сезамина, и его нанокомплекса, на уровень основного провоспалительного цитокина, фактора некроза опухолей альфа, в сыворотке крови, что косвенно указывает на отсутствие противовоспалительного эффекта испытываемых препаратов. Полученные предварительные данные указывают на преимущества гепатопротективного действия  нанокомплекса по сравнению с монопрепаратом сезамина, что обусловлено повышением водорастворимости субстанции и повышением её биодоступности.

Научная значимость проведенных исследований заключается в очистке субстанций жузгуна и сезамина из растений, разработке методов комплексирования  индивидуальных субстанций с циклодекстринами

Впервые в результате проведенной работы:

· из раcтений Calligonum aphyllum (Pallas) Guerke, Chamanerion latifolium (L.) Th.Fr.et Lange получены субстанции из плодов и стеблей по разрабатываемой нами технологии c учетом параметров: тип экcтрагента, cтепень измельченноcти раcтительного cырья, продолжительноcть времени экcтракции, кратноcть экcтракции, соотношение сырья и экстрагента.

Практическая значимость результатов исследований: заключается в возможности создания эффективных лекарственных средств с гепатопротекторной активности на основе комплекса сезамин: HPβCD, их применения в фармации и медицине.

2 Исследование эффективности изучаемых нанокомплексов на модели алкогольного стеатогепатита. Исследование эффективности изучаемых нанокомплексов на модели неалкогольного стеатогепатита
Основные результаты исследований:

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: HPβCD была значительно выше, чем эффективность субстанции бетулина. Обнаружено, 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 бетулина, 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 субстанцией бетулина. Терапевтический эффект комплекса бетулин:HPβCD при  введении дозы  50 мг/кг существенно бы выше эффекта более высокой дозы субстанции бетулина (100 мг/ кг).

Научная значимость результатов исследований  заключается в очистке субстанции бетулина, разработке  методов комплексирования  индивидуальной субстанции с циклодекстринами
Впервые в результате проведенной работы:

· 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). 

Практическая значимость результатов исследований заключается в возможности создания эффективных лекарственных средств на основе субстанций перспективных видов растений, их применения в фармации и медицине.

3 Анализ полученных результатов. Подготовка патентной документации. отбор наиболее эффективных нанокомплексов для доклинических испытаний
3.1 Анализ полученных результатов
В результате анализа полученных данных показано, что супрамолекулярный комплекс бетулина с 2-гидроксипропил-β-циклодекстрином повышает растворимость бетулина в водной среде более чем в три раза. Проведенная сравнительная оценка на модели алкогольного стеатогепатита у крыс гепатопротективной активности бетулина (50 мг/кг м. т.) и комплекса бетулина с 2-гидроксипропил-β-циклодекстрина, содержащего бетулин в той же дозе показала, что гепатопротективный эффект комплекса (влияние на аккумуляцию липидов и воспалителтьный процесс в печени) был существенно выше по сравнению с монопрепаратом бетулина. Этот комплекс отобран для проведения доклинических испытаний. 
При исследовании этилацетатной фракции жузгуна в системе in vitro были получены статистически значимые эффекты усиления фагоцитарной активности нейтрофилов крови. Отличительным является то, что этилацетатная фракция оказала наиболее выраженный эффект стимуляции фагоцитарной активности в условиях иммунодефицита процессов фагоцитоза, что безусловно указывает на иммуномодулирующий и иммуностимулирующий эффекты. Для иммунологических исследований в крови использовали гепаринизированную венозную кровь животных, где оценивали фагоцитарную и метаболическую активность нейтрофилов. Жузгун  представляет интерес в медицине для профилактики и лечения вторичных иммунодефицитных состояний.
По результатам исследования этилацетатной и водной фракций жузгуна выявлена выраженная антиоксидантная активность, снижающая концентрацию окислителей. Для определения антиоксидантной активности моделировали окислительный стресс in vitro в суспензиях митохондрий и эритроцитов добавлением трет-бутилгидрооксипероксида. Концентрацию образовавшихся стабильных продуктов пероксидного окисления мембранных липидов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой, внутриклеточную концентрацию восстановленного глутатиона установили с помощью метода спектрофотометрии. 

3.1.1 Антиоксидантные свойства этилацетатной фракции при моделировании окислительных повреждений эритроцитов и митохондрий печени in vitro
Исследование этилацетатной фракции жузгуна на показатели системы иммунитета in vitro. Для иммунологических исследований в крови использовали гепаринизированную венозную кровь животных, где оценивали фагоцитарную и метаболическую активность нейтрофилов [21, 22, 23]. Для оценки метаболической активности нейтрофилов использовали гистохимический тест восстановления нитросинего тетразолия фагоцитами и превращения его в формазан [23]. Для постановки метода использовали 0,1% раствор нитросинего тетразолия, инкубировали с кровью в равных соотношениях в течение 30 мин при 37ºС. Иммунологические планшеты центрифугировали в течение 3 мин 1000 об/мин. Надосадочную жидкость убирали, осадок ресуспендировали, наносили на предметное стекло. Делали мазки с последующей фиксацией спиртом, окраской по Романовскому. Микроскопически, под иммерсионным увеличением подсчитывали процент формазанположительных нейтрофилов, содержащих сине-фиолетовые гранулы формазана [22, 23]. 

В качестве объекта фагоцитоза использовалась 10% полистирольная суспензия частиц латекса размером 1,5 мкм (Sigma). В круглодонные иммунологические планшеты вносили кровь и 10% частицы латекса в соотношении 3:1. Смесь инкубировали в течение 1 часа при 37ºС. Центрифугировали в течение 3 мин при 1000 об/мин. Осадок наносили на предметное стекло, фиксировали спиртом, окрашивали по Романовскому. Количественный учет реакции проводили микроскопически под иммерсионным увеличением. Фагоцитарную активность оценивали по фагоцитарному индексу – количеству нейтрофилов, участвующих в фагоцитозе (ФИ) [22, 23]. 

Исследование препаратов в системе in vitro на фагоцитарную и метаболическую активность нейтрофилов крови проводили по методу Новикова Д.К (оценка иммунного статуса).
Общую активность системы комплемента сыворотки крови определяли по степени гемолиза сенсибилизированных эритроцитов барана и выражали в гемолитических единицах (СН50) [22]. Для статистической обработки результатов исследования использовали тест t Стьюдента. Статистически значимыми считали различия при p<0,05.   Показатели гемолитической активности системы комплемента при нагрузке in vitro этилацетатной фракции жузгуна 0.1 мг/мл (M±m) в таблице 1  представлены в виде М±m, где М - среднее значение, m – стандартная ошибка среднего.
Таблица 1- Показатели гемолитической активности   этилацетатной фракции жузгуна   
	
	СН50 контроль
	СН50 ЭА жузгун  0.1мг/мл.

	N = 9
	42.68±3.80
	64.94±3.04 а

	а по сравнению с контроль СН50


При оценке функциональной активности системы комплемента в присутствии препарата жузгун ЭА в концентрации 0.1 мг/мл in vitro, были получены статистически значимые эффекты усиления. Гемолитическая активность комплемента повышалась в 1.5 раз, о чем свидетельствуют показатели СН50, что является благоприятным при исходно сниженном функционировании системы комплемента, также вероятно при иммунодефицитных состояниях, как вторичное состояние при различных инфекционных и аутоиммунных заболеваниях. этилацетатная фракция жузгуна может использоваться для стимуляции и восстановления функциональной активности системы комплемента [22 ].

Следовательно, этилацетатная фракция жузгуна в концентрации 0.1 мг/мл оказала стимулирующее влияние на факторы гуморального иммунитета in vitro, активируя гемолитическую активность системы комплемента. Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов в нагрузочных тестах in vitro жузгуна 0.1-0.01 мг/мл (при исходно сниженных показателях) в таблице 2.
Таблица 2- Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов жузгуна 

	ФИ, % контроль


	ФИ.% жузгун  0.1мг/мл
	ФИ,% ЭА жузгун  0.01мг/мл.

	31.88±4.85
	64.33±6.88 а
	56.50±8.3 а

	 а по сравнению с контроль ФИ


Жузгун в нагрузочных тестах in vitro 0.1 мг/мл, восстанавливает исходно сниженные показатели фагоцитарного индекса до уровня значений нормы (60-80%), статистически достоверно, при этом фагоцитарная активность нейтрофилов повышалась в два раза. Доза 0.01 мг/мл этилацетатной фракции жузгуна оптимизировала фагоцитарную активность нейтрофилов, количество клеток, участвующих в фагоцитозе статистически достоверно повышалось и значения при этом приближались к норме.

Жузгун обладает иммуностимулирующей активностью фагоцитарных процессов, увеличивая количество клеток, участвующих в фагоцитозе и, следовательно, восстанавливает фагоцитарную активность нейтрофилов до уровня нормы.

Поскольку к показателям эффективности иммунотерапии относится исчезновение или уменьшение иммунологической недостаточности, то в случае исходно сниженных показателей фагоцитарной активности нейтрофилов. этилацетатная фракция жузгуна обладала способностью восстанавливать рецепторный аппарат клеток, активировать процессы распознавания и реагирования на антигены, что может формировать высокую неспецифическую резистентность организма [24]. Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов в нагрузочных  тестах in vitro, жузгун 0.1-0.01 мг/мл этилацетатной фракции (у контрольных животных, исходные показатели фагоцитарного индекса в пределах нормы) в таблице 3.

Таблица 3- Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов 

	ФИ, % контроль


	ФИ.% жузгун  ЭА 0.1мг/мл
	ФИ,% жузгун  ЭА 0.01мг/мл.

	68.18±1.99
	83.73±2.9а
	81.75±2.8 а

	а по сравнению с контроль ФИ


Известно, что к показателям эффективности иммунотерапии относится исчезновение или уменьшение иммунологической недостаточности, прежде всего, восстановление рецепторного аппарата клеток, восстановление способности клеток реагировать на антигены и формировать клеточный иммунитет [24]. При введении in vitro в среду инкубации, были активированы рецепторные механизмы нейтрофилов, способность клеток реагировать на антигены и увеличивать фагоцитарную активность, что безусловно позволит достичь наибольшего клинического эффекта. Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов в нагрузочных тестах in vitro, комплекс (жузгун ЭА + HPβCD (0.2 – 0.02мг/мл) (контроль ФИ - исходные показатели фагоцитарного индекса в пределах нормы) в таблице 4.

Таблица 4- Показатели фагоцитарной активности нейтрофилов 

	ФИ, % контроль


	ФИ.% жузгун  ЭА 0.1мг/мл
	ФИ,% комплекс ЭА 0.2мг/мл.
	ФИ,% комплекс ЭА 0.02мг/мл.

	68.18±1.99
	83.73±2.9а
	79.17±1.6 а
	86.57±3.48 а

	а по сравнению с контроль ФИ


Исследован этилацетатный комплекс в нагрузочных тестах in vitro (жузгун ЭА + HPβCD 0. 2 мг/мл, в соотношении 1:1, статистически значимо стимулировал фагоцитарную активность нейтрофилов, но не повышал функциональную активность нейтрофилов в сравнении с этилацетатной фракцией жузгуна. 

Доза 0.02 мг/мл оказала стимулирующее влияние на фагоцитарную активность нейтрофилов крови в сравнении с контролем, статистически достоверно и также тенденция к повышению фагоцитарной активности нейтрофилов по сравнению с ЭА фракцией жузгун 0.1 мг/мл.

Окислительный стресс в суспензии эритроцитов и изолированных митохондриях моделировали добавлением трет-бутилгидрооксипероксида.
Конечные продукты перекисного окисления липидов в ткани печени были измерены как вещества, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой (TBARS) [25] и выражены в ммоль/мл упакованных клеток в суспензии эритроцитов, в моль/мг ткани печени в суспензии митохондрий. Уровень глутатиона (GSH) оценивали по методу Эллмана [26] и выражали в мкмоль/мг ткани в печени, мкмоль/мл упакованных клеток в эритроцитах. Достоверность различий оценивали при помощи t – критерия Стьюдента.
                                       А                                                                В
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*- достоверно по отношению к контролю
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Рисунок 1-  Параметры, характеризующие окислительный стресс

А.Концентрация восстановленного глутатиона в эритроцитах
В.Реакционноспособные к тиобарбитуровой кислоте вещества в эритроцитах
С. Концентрация восстановленног оглутатиона в тканях печени
D. Реакционноспособные к тиобарбитуровой кислоте вещества в ткани печени
Показано, что с увеличением концентрации этилацетатной фракции (от 0,02 до 0,4 мг) уменьшается накопление продуктов ТБК-реактивных соединений в суспензии эритроцитов и митохондрий печени при окислительном стрессе. Концентрация внутри эритроцитарного глутатиона незначительно выше по сравнению с окислителем.  
Комплексированный препарат жузгуна этилацетатной фракции 0.02 мг/мл обладал стимулирующей активностью фагоцитарных процессов, что может улучшить биодоступность и формировать высокую неспецифическую резистентность.

3.2 Подготовка патентной документации
Для подготовки патентной документации проведен патентный поиск  по растительным обьектам, по технологиям приготовления субстанций, по биологической активности.
Патентный поиск  проведен с целью  определения достигнутого технического уровня в РК и ведущих зарубежных странах, выявления охранных документов, препятствующих производству и реализации объекта разработки. Проведено формирование групп патентов-аналогов для дальнейшей оценки биологической активности изучаемого средства. Патентный поиск (с глубиной поиска в 10 лет) с целью проверки разрабатываемого средства на патентную чистоту был проведен по странам: РФ, США, Франция, Япония, Германия, Великобритания, Казахстан. В процессе патентного поиска были использованы следующие источники: 
· Российская БД: 1) Федеральный институт промышленной собственности   (ФИПС), http://fips.ru ;

· Евразийская БД:    1) http://www.eapatis.com
· Казахстанская БД:  1)Национальный институт интеллектуальной собственности.
http://www.kazpatent.kz/
· Зарубежная БД:  1) Европейская патентная организация (ЕПО), tp://preview.espacenet.com   , http://www.espacenet.com;
По результатам патентного поиска проведен анализ полученных данных и оформление следующих документов: для подачи заявки на получение патента; описание изобретения; формула изобретения, определяющая объект изобретения и выражающую его сущность с  описанием физико-химических и иных характеристик, способов получения субстанций. 
В качестве аналогов и прототипов были отобраны следующие изобретения с антиоксидантной активностью:

Известен растительный материал, богатый высокоактивным антиоксидантом, полученный из  спелых плодов Euscaphis japonica.. Согласно результатам оценки активности 1,1-дифенил-2-пикрилгидразина (DPPH), гидроксильного радикала (OH) и супероксидного радикала (O2-), антиоксидантная активность продукта близка или выше, чем у аскорбиновой кислоты, и богатые ресурсы, легкость в добыче, низкая стоимость и многообещающая перспектива развития. [27]. Недостаток: низкий показатель выхода продукта.

Известен экстракт растения корилуса с антиоксидантной активностью и способ его получения. Экстракт растения Corylus с антиоксидантной активностью составляет 30-55 мас.% от общего количества флавоноидов. Изобретение также относится к способу получения экстракта растения корилуса с антиоксидантной активностью, и способ в основном включает стадии экстракции с использованием водно-спиртового раствора и очистки с использованием макропористой смолы. Экстракт, экстрагированный с использованием способа, предлагаемого в настоящем изобретении, имеет очень высокое содержание антиоксидантов и очень высокую антиоксидантную активность. [28]. Недостатком этого средства является то, что корилус является культивируемым растением, его выращивание предпочтительно в зоне с умеренным климатом.

Известен способ экстракции растительного полифенола с антиоксидантной активностью из листьев дикого перца [29]. Недостатком данного изобретения заключается в том, что в качестве экстрагента используют метан, который является токсическим реагентом.

Известно лекарственное средство из сухого экстракта растительного сырья. Растительное сырье для экстракции содержит траву трехлепесткового бегарта; траву болотной сушеницы; цветы календулы; корневище коня; побеги кустарниковой лапчатки; трава зверобоя; побеги черники обыкновенной [30]. Недостаток данного изобретение: сложная композиция трав.

Известен способ получения водорастворимого лиофилизата, включающий получение комбинированного раствора активного вещества и соединения, содержащего гидроксильные и аминогруппы (аминоспирт), отличающийся тем, что активное вещество представляет собой 4- ((3-оксо-3-этоксипропаноил) амино) бензойная кислота (EPABA), обладающая антиишемической и антиоксидантной активностью. Изобретение позволяет получить водорастворимые стабильные нейтральные лиофилизаты EPABA, соответствующие технологическим требованиям препаратов для парентерального введения [31]. Недостаток: сложный процесс получения препарата.
Необходимые документы для заявки:
· заявление о выдаче патента Республики Казахстан на изобретение по форме в трех экземплярах;
· описание изобретения, раскрывающее его с полнотой, достаточной для осуществления экспертизы специалистом в соответствующей области знаний в двух экземплярах;
· формулу изобретения, определяющую объект изобретения и выражающую его сущность. Формула должна быть ясной, точной и основываться на описании в двух экземплярах;
· чертежи и иные материалы, если они необходимы для понимания сущности изобретения в двух экземплярах;
· реферат в двух экземплярах;
Подготовлена патентная документация для подачи заявки. Изобретение относится к области фармации и химии биологически активных веществ, касается способов выделения биологически активных веществ из растительного сырья, обладающих антиоксидантным действием. Задачей изобретения является получение экстракта из растительного сырья - надземной части жузгуна безлистного (Calligonum aphyllum (Pall.) Guerke), который обеспечит повышение степени извлечения биологически активных веществ и его биологической активности. Техническим результатом изобретения является простота способа получения экстракта, повышение степени извлечения биологически активных веществ и биологической активности экстракта.
Подана и зарегистрирована заявка на патент «Средство с антиоксидантной активностью на основе растительной субстанции» коллективом авторов: Рахмадиева С., Аширбекова А., Имекова Г., Кирко С., Мороз В., Кузьмицкая И., Бакунович А., Буко В. (заявка № 63429, рег. № 2020/0350.1 от 28.05.2020)
В данное время заявка на изобретение находится на стадии экспертизы по существу.
3.3 Отбор наиболее эффективных нанокомплексов для доклинических испытаний
3.3.1 Физико-химическая характеристика комплекса HPβCD: бетулин 
Комплексная субстанция была приготовлена смешиванием бетулина и HPβCD в молярном соотношении 1:1 путем их длительного растирания, с добавлением 50%-ного этанола и до полного его выпаривания. Смесь высушивали при комнатной температуре и затем помещали в печь при 600ºC на несколько часов. Высушенный продукт представлял собой мелкий порошок, который просеивали на сите размером 80 меш. 
Исследование фазовой растворимости. Для изучения растворимости полученного комплекса к 10 мл водного раствора HPβCD в различных концентрациях добавляли небольшие количества раствора бетулина в различных концентрациях (от 1 до 15 мМ). Пробы смешивали при 25ºC и держали 48 часов в темноте при постоянном перемешивании. Раствор затем фильтровали и регистрировали спектры абсорбции бетулина на UV-VIS спектрофотометре Cary-50 (Австралия). Концентрацию бетулина в растворе в присутствии HPβCD рассчитывали с помощью предварительно установленного коэффициента молярной экстинции, используя калибровочную кривую.
На рисунке 2 представлена диаграмма фазовой растворимости бетулина в присутствии возрастающих концентраций HPβCD. Растворимость бетулина увеличивалась линейно, с коэффициентом угла наклона 0,0012, по отношению к концентрации HPβCD. В присутствии HPβCD Растворимость бетулина значительно возрастала (в 3,1 раза при 15 мМ HPβCD).

Количественный анализ диаграммы позволяет вывести константу ассоциации из уравнения (1), 
K1:1 = Slope/S0 (1 – Slope),                                                  (1)
где  S0 – Растворимость в отсутствие HPβCD,  
К1:1 – константа ассоциации: К 1:1= угол наклона/S0 (1- угол наклона). 
Согласно этому, константа ассоциации для бетулина равна 133 ± 16 М-1
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Рисунок 2 – Диаграмма фазовой растворимости бетулина в присутствии возрастающих концентраций HPβCD
Физико-химическая характеристика комплекса включения. Образование супрамолекулярного комплекса было подтверждено с помощью методов Фурье-ИК-спектроскопии (ATR-FTIR) и дифференциальной сканирующей калориметрии (DSC). Данные ATR-FTIR регистрировались на приборе ATRNicolet 6700 FTIR (Thermoscientific Model, США). Спектры ATR-FTIR бетулина, HPβCD и комплекса бетулин:HPβCD записывали в пределах 600- 4000 см-1 . 
Термограммы DSC бетулина, HPβCD и комплекса бетулин: HPβCD регистрировали, используя калориметр DSCI, Starre System (Mettler Toledo Instrument, Швейцария-США). Образцы помещали в алюминиевые кюветы и сканировали в токе азота со скоростью нагревания 10ºC мин-1 в пределах температур от 30 до 300ºC. 
Фурье-ИК-спектроскопическое исследование. ATR-FTIR спектры бетулина, HPβCD и комплекса бетулин:HPβCD представлены на рисунке 3 (A, B, C). Как видно из приведенного рисунка, ATR-FTIR спектр комплекса включения проявляет наиболее характерные признаки HPβCD и, в некоторой степени, здесь присутствует дополнительный вклад включаемого соединения. 
Фурье-ИК спектр HPβCD (Рис. 3В) проявляет основные признаки характерных полос HPβCD. Полосы локализованы при длинах волн 3352, 2920, 1452, 1366, 1340, 1252, 1123, 1080, 1019, 947, и 849 см-1 . 
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Рисунок 3 – Спектры Фурье-ИК спектроскопии  А – бетулин; B – HPβCD; C – комплекс бетулин /HPβCD
Сравнивая спектры ATR-FTIR, изображенные на рисунке 4, можно видеть, что спектр комплекса включения 1:1 в достаточной мере напоминает сумму индивидуальных спектров молекул гостя и хозяина. Более того, можно заметить отсутствие полос ATR-FTIR молекулы бетулина в диапазоне от 1029 до 1218 см-1 и пониженную интенсивность пика при 1738 см-1 . При длине волны 1218 см-1 полоса, расположенная в ATR-FTIR спектре бетулина, исчезает в спектре комплекса включения, а спектр HPβCD не показывает значительных полос в данной области. Эти результаты позволяют предположить возможное взаимодействие колебаний сдвига СН и ОН в C28 положении бетулина и колебаний сдвига СН и ОН HPβCD. ATR-FTIR спектр бетулина показывает полосу при 1452 см-1, обусловленную колебаниями сдвига CH3 и CH2, тогда как спектр комплекса включения представлен полосой при 1454 см-1, а спектр 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 ATR-FTIR-спектра бетулина к спектру комплекса включения бетулин:HPβCD и был изменен профиль группы, который выглядит более похожим на профиль HPβCD, можно сделать вывод, что произошло взаимодействие бетулина и HPβCD по типу гость-хозяин. 
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Рисунок 4 – Термограммы дифференциальной сканирующей калориметрии (DSC) 

А – бетулин; B – HPβCD; C – комплекс бетулин /HPβCD
Дифференциальная сканирующая калориметрия. Термограммы, характеризующие бетулин, HPβCD и комплекс бетулин: HPβCD методом дифференциальной сканирующей калориметрии представлены на рисунке 4 (A, B, C). Кривая DSC бетулина (Рис. 4A) показала характерный резкий эндотермический пик при 250ºC. На термограмме комплекса бетулин: HPβCD (Рис. 4С) интенсивность эндотермического пика при 250ºC резко снижается, при этом DSC спектр комплекса приближается к профилю HPβCD (Рис. 4В), что указывает на отсутствие кристаллического бетулина в комплексе и его полную комплексацию с HPβCD. 
Таким образом, комплексообразование с HPβCD увеличивает антиоксидантный потенциал бетулина и его способность улавливать свободные кислородные радикалы.
Оценка влияния комплекса бетулина с 2-гидроксипропил-β-циклодекстрином на алкогольное поражение печени. Избыточное хроническое потребление этанола вызывает алкогольное поражение печени, являющееся одной из наиболее важных причин смертности в различных частях мира. Длительное употребление алкогольных напитков вызывает стеатоз печени, прогрессирующий до алкогольного стеатогепатита (АСГ), фиброза и цирроза печени. Прогрессирование стеатоза обусловлено различными экзогенными и эндогенными факторами, в первую очередь сигнальными системами, связанными с провоспалительными цитокинами [12], активация которых является результатом окислительного стресса, развивающимся вследствие окисления этанола микросомальной системой цитохрома Р-450 в печени. В связи с этим, антиоксидантная терапия является непременным компонентом в профилактике и терапии алкогольного поражения печени [13].
Согласно литературным данным, бетулин, обладающий достаточно высоким антиоксидантным потенциалом, защищает печень при острой алкогольной интоксикации [32] и на ранних этапах алкогольного стеатоза [33]. Учитывая это, мы недавно оценили перспективность применения бетулина  на стадии прогрессирования алкогольного поражения печени, при АСГ [19]. В этой работе был продемонстрирован выраженный гепатопротективный эффект бетулина, обусловленный его влиянием на митохондриальные функции, повреждённые длительным потреблением алкоголя.  В настоящей работе мы попытались повысить гепатопротективный эффект бетулина, улучшив его Растворимость и, следовательно, биодоступность путём комплексации субстанции с HPβCD.
Методы исследования. В опыте использовались белые крысы-самцы весом 200-230 г. Животные 4 групп получали ежедневно в течении 8 недель этанол (4 г/кг) через желудочный зонд. Крысам трёх групп, получавших этанол, вводили внутрижелудочно на протяжении всего эксперимента бетулин (50 и 100 мг/кг) и комплекс бетулина и HPβCD, соответствующий дозе бетулина 50 мг/кг.
Гистологические срезы печени окрашивались гематоксилином и эозином, криостатные срезы – суданом чёрным. Компьютерная морфометрия суданофильных областей проводилась с использованием пакета ImageJ (США). Подсчёт воспалительных очагов, содержащих три и более клеток, в 10 полях зрения осуществляли с помощью микроскопа Olympus CX-41 (Япония).
Активность сывороточных маркерных ферментов, AST, ALT и щелочной фосфатазы, измеряли коммерческими наборами (Lachema, Чехия), а содержание триглицеридов сыворотки крови и печени – наборами Анализ Х (Беларусь). НАДФН-зависимую хемилюминесценцию в печени измеряли с помощью люцигенина, специфичного для определения супреоксиданиона [34]. Конечные продукты перекисного окисления липидов измеряли как субстанции, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой (ТБКРС) [35]. Сывороточные цитокины, фактор некроза опухолей альфа (TNFα) и трансформирующий фактор роста бета (TGFβ) оценивали методом ELISA c помощью соответствующих наборов.
Данные представлены как средняя ± стандартная ошибка (M ± SEM). Результаты анализировались статистически с помощью метода ANOVA, используя post hoc анализ с тестом Tukey. Уровень достоверности рассматривался при p<0,05.
Результаты гистологических и биохимических исследований. Гистологическое исследование печени показало, что у животных, длительно получавших этанол, наблюдались макро- и микровезикулярный стеатоз, мультифокальная лимфоцитарная инфильтрация и рассеянные паренхимальные клетки с балонной дегенерацией. Относительная площадь суданофильной окраски у этих животных увеличивалась более, чем в 4 раза по сравнению с контролем, а число воспалительных очагов превышало 10 в поле зрения (рисунок 5). Введение бетулина (50 мг/кг) несколько ослабляло признаки стеатогепатита, уменьшая размеры жировых капель и достоверно снижая число воспалительных очагов.
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Примечание:a- р<0.05 по сравнению с контрольной группой; b– р<0.05 по сравнению с группой АСГ.

Рисунок 5 – Морфометрическая оценка печени. А- площадь суданофильной окраски на срезах печени. В- число воспалительных очагов, содержащих три и более воспалительных клеток. Оценка проводилась в 10 полях зрения.

Эффект комплекса бетулин:HPβCD на развитие стеатогепатита был более выражен: под его влиянием достоверно снижалась площадь суданофилии, что указывает на снижение аккумуляции нейтральных липидов в паренхимальных клетках печени, но число воспалительных очагов было примерно таким же, как и при введении бетулина. Развитие АСГ у крыс, получавших алкоголь, подтверждается и биохимическими данными. Активируются сывороточные маркерные ферменты, AST, ALT и щелочная фосфатаза, резко повышается содержание триглицеридов в сыворотке крови и печени, подтверждая повышение аккумуляции нейтральных липидов в печени (таблица 5). 
Длительное потребление этанола существенно повышает уровни измеряемых цитокинов, TNFα (в 3.2 раза) и TGFβ (в 2.1 раза) в сыворотке крови.
Введение бетулина снижает содержание триглицеридов в сыворотке и печени, а также уровень сывороточного TGFβ у крыс с алкогольной интоксикацией (таблица 5). В то же время, судя и по биохимическим показателям, гепатопротективный эффект комплекса бетулин:HPβCD более выражен по сравнению с монопрепаратом бетулина. Помимо изменений, наблюдаемых при введении одного бетулина, комплекс снижал активность всех трёх маркерных ферментов сыворотки, а его противовоспалительный эффект, наблюдаемый при определении воспалительных очагов в печени, подтвержден и снижением TNFα, основного провоспалительного цитокина в сыворотке крови.

Длительное потребление этанола значительно повышает значения показателей, характеризующих окислительный стресс. Хемилюминесценция митохондрий, усиленная люцигенином, резко повышается в группе алкоголизированных животных, свидетельствуя о повышении наработки супероксиданиона примерно в 3,4 раза (таблица 5). Содержание ТБКРС в ткани печени также достоверно повышалось в этой группе по сравнению с контрольными животными. Как свидетельствуют результаты хемилюминесценции с люцигенином, бетулин более, чем в 2 раза снижает наработку супероксиданиона, а эффект комплекса бетулин:HPβCD был значительно более выражен, поскольку снижал степень хемилюминесценции практически к контрольному уровню.
Таблица 5- Биохимические показатели, характеризующие гепатопротективный и антиоксидантный эффекты бетулина и его комплекса с HPβCD у крыс с АСГ (М±м)
	
	Контроль
	АСГ
	АСГ+Бетулин, 50 мг/кг
	АСГ+Комплекс

	Сыворотка крови

	Триглицериды, моль/л
	2,06±0,095
	5,32±0,185а
	4,61±0,117 аb
	4,16±0,125аb

	Щелочная фосфатаза, МЕ/л
	150±7,8
	378±38,1 а
	303±35,6 а
	231,8±28,78 аbc

	AST,  МЕ/л
	67,3±3,99
	124,6±11,81 а
	102,0±7,94 а
	85,66±6,247b

	ALT,  МЕ/л
	48,2±3,72
	114,8±11,89 а
	91,8±8,46 а
	78,22±7,756 аb

	TNFα, пг/мл
	62,3±4,88
	196,9±26,52а
	164,3±24,02а
	118,8±4,88аb

	TGFβ,  пг/мл
	321,5±50,72
	664,3±98,51а
	437,5±79,96ab
	368,6±58,93b

	Печень

	Триглицериды, мг/г
	1,21±0,039
	3,45±0,283а

	2,85±0,218аb
	2,49±0,135 аb

	ТБКРС, нмоль/г
	65,9±5,18

	99,6±9,78a

	54,5±8,49b

	56,4±6,27b


	Митохондрии

	Хемилюминисценция с люцигенином,
имп/мин/мг х10-3
	18,9±2,0
	64,7±9,39

	30,17±4,07 аb

	22,2±2,84 b

	Примечания: р<0,05:a  – по сравнению с контрольной группой; b – по сравнению с группой АСГ; с – по сравнению с группой получавшей бетулин, 50 мг/кг


3.3.2 Физико-химическая характеристика комплекса сезамина с 2-гидрокспропил-β-циклодекстрином
Сезамин влияет на липидный обмен, активируя ß-окисление и угнетая синтез жирных кислот [36], обладает антиоксидантными, противовоспалительными и иммуномодулирующими свойствами [1]. Однако сезамин практически нерастворим в воде, что затрудняет его всасывание в желудочно-кишечном тракте. Нами предложено создание комплекса сезамина с производным циклодекстрина, 2-гидрокспропил-β-циклодекстрином (HPβCD) для увеличения его водорастворимости и, следовательно, повышения биодоступности и фармакологической активности. 

Приготовление ряда разведений сезамина и 2-гидроксипропил-β-циклодекстрина в разных концентрациях, вычисление показателя оптической плотности 2-гидроксипропил-β-циклодекстрина на длине волны пика сезамина.
Изучение комплексообразования сезамина спектрометрическим методом. Готовили серию разведений сезамина в избытке с HPβCD в соответствии с таблицей 6. Сезамин берётся в избытке (0,0022 г., то есть в концентрации 3 мМ).

Таблица 6 - Приготовление раствора сезамина с HPβCD для комплексообразования

	Порядковый номер раствора
	С (сезамина), мМ
	V (HPβCD), мл
	V (Н2О), мл

	1
	3
	0,08
	1,92

	2
	3
	0,04
	1,96

	3
	3
	0,02
	1,98

	4
	3
	0,01
	1,99

	5
	3
	0
	2


Затем на спектрофотометре была измерена оптическая плотность растворов №1-10 (рисунок 6; таблица 7).. Результаты вычислений приведены в таблице 8 и 9.
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Рисунок 6 - Показатели оптической плотности растворов 1-5

Таблица 7- Значения оптической плотности раствора HPβCD- сезамин на длине волны в 286 нм

	№ Р-ра
	Р-р №1
	Р-р №2
	Р-р №3
	Р-р №4
	Р-р №5

	D
	1,5412
	1,314
	0,88
	0,5488
	0,3319


Таблица 8 - Результаты вычитания оптической плотности HPβCD из оптической плотности раствора HPβCD– сезамин

	№ Р-ра
	Р-р, №1
	Р-р, №2
	Р-р, №3
	Р-р, №4
	Р-р, №5

	D
	1,2818
	1,132
	0,7592
	0,4414
	0,2487


Таблица 9 - Расчёт концентраций веществ по коэффициенту экстинкции

	Концентрация HPβCD, мМ
	Концентрация HPβCD, М
	D
	Коэффициент экстинкции (ε)
	Концентрация сезамина

	7,625
	0,007625
	0,1294
	7801,6
	1,65863E-05

	3,813
	0,003813
	0,0796
	7801,6
	1,0203E-05

	1,906
	0,001906
	0,0402
	7801,6
	5,15279E-06

	0,95
	0,00095
	0,022
	7801,6
	2,81993E-06

	0
	0
	0,0157
	7801,6
	2,01241E-06


Концентрация сезамина вычисляется по формуле (2):

c(сезамина) = D/ε                                                   (2)
и строится график зависимости концентрации сезамина от концентрации HPβCD (рисунок 7).
Результаты графического построения указывают, что Растворимость сезамина увеличилась в 10  раз. Константа афинности составила при этом 982,35 М-1, что свидетельствует об образовании стабильного комплекса. 
Влияние нанокомплекса сезамина с HPβCD на развитие алкогольного стеатогепатита у крыс. Алкогольный стеатогепатит (АСГ) у крыс-самцов Вистар вызывали путем внутрижелудочного введения 30%-ного раствора этанола в дозе 4 г/кг массы на фоне кормления животных высокожировой диетой (ВЖД; содержание жирового компонента составляло 32%). В опыте использованы самцы с начальной массой 225-250 г. Длительность опыта составляла 7 недель. С начала эксперимента на фоне ВЖД и этанола вводили следующие субстанции: 1) препарат сезамина в дозе 300 мг/кг массы животного; 2) нанокомплекс HPβCD с сезамином в той же дозе. Все субстанции вводились внутрижелудочно. Контрольные группы животных получали внутрижелудочно вместо этанола и вводимых субстанций воду. 
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Рисунок 7 - График фазовой растворимости сезамина в зависимости от концентрации HPβCD
После декапитации у животных забирали кровь для немедленного приготовления сыворотки. Печень частично использовали для гистологических анализов, а остатки замораживали в жидком азоте для последующих биохимических исследований. 

С помощью коммерческих наборов сыворотке определяли активности маркерных ферментов – аланин- и аспартатаминотрансфераз, щелочной фосфтазы, а также содержание провоспалительных цитокинов. В печени и сыворотке крови содержание триглицеридов определяли с помощью наборов «Анализ-Х» (Беларусь). Для проведения гистологического исследования часть образцов печени фиксировали в 10%-ном нейтральном растворе формалина, другую часть замораживали в жидком азоте. Гистологическое исследование печени и гистохимическая оценка аккумуляции липидов в печени к настоящему моменту ещё не завершена.

Биохимические исследования сыворотки крови и печени указывают на гепатопротективный эффект комбинации сезамина с HPβCD, несколько более выраженный по сравнению с монопрепаратом сезамина (рисунок 8). Только комплекс угнетает активность маркерных сывороточных ферментов, ALT и AST, отражающих процессы цитолиза в печени и более выраженно, чем сам сезамин, снижает содержание триглицеридов сыворотки крови. 

В то же время оба препарата в одинаковой степени снижали активность щелочной фосфатазы в сыворотке крови и содержание триглицеридов печени. Следует отметить отсутствие влияния и сезамина, и его нанокомплекса на уровень основного провоспалительного цитокина,  фактора некроза опухолей альфа, в сыворотке крови, что косвенно указывает на отсутствие противовоспалительного эффекта испытываемых препаратов. 
Таким образом, полученные предварительные данные указывают на преимущества гепатопротективного действия нанокомплекса по сравнению с монопрепаратом сезамина, что обусловлено повышением водорастворимости субстанции и повышением её биодоступности.
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Примечания: а – Р<0.05 по сравнению с контрольными животными.

в –  Р<0.05 по сравнению с группой с АСГ (ВЖД+этанол).

Рисунок 8- Биохимические показатели сыворотки крови и печени у крыс с АСГ, индуцированным введением этанола на фоне скармливания ВЖД и получавших сезамин либо нанокомплекс сезамина с производным циклодекстрина.  Верхняя панель – активность сывороточных ферментов, ALT и AST. Средняя панель – активность ЩФ и содержание фактора TNF-α в сыворотке крови. Нижняя панель – содержание триглицеридов сыворотки крови и печени.
3.4 Подготовка документации для проведения доклинических исследований
Для проведения доклинических исследований отобран комплекс бетулин:HPβCD. Комплекс бетулин:HPβCD в дозе, соответствующей 50 мг/кг бетулина показал выраженное липидснижающее и противовоспалительное действие, снижение аккумуляции липидов в печени, нормализацию активности сывороточных цитолитических ферментов (AST, ALT, щелочной фосфатазы), а также уменьшало число воспалительных очагов в печени и содержание основного провоспалительного цитокина, TNFα, в сыворотке крови. Эти эффекты комплекса были значительно выше по сравнению с монопрепаратом бетулина в той же дозе. 
Таким образом, комплексирование бетулина с HPβCD является перспективной стратегией повышения водорастворимости и гепатопротективных свойств бетулина и снижения его терапевтической дозы. Гепатопротективный эффект комплекса был существенно выше по сравнению с монопрепаратом бетулина в той же дозе. Ранее нами было продемонстрировано защитное действие бетулина при алкогольном поражении печени у крыс, что связано с превентивным дозозависимым действием этой субстанции на структуру и функцию митохондрий печени и, в первую очередь, на угнетение генерации свободных кислородных радикалов митохондриями. Одним из факторов, способствующим защите печени от алкогольного поражения комплексом бетулин:HPβCD, является более сильное угнетение продукции супероксиданиона митохондриями печени по сравнению с той же дозой монопрепарата бетулина. В итоге, высокая фармакологическая активность комплекса бетулин:HPβCD обусловлена повышением биодоступности комплекса вследствие увеличения водорастворимости бетулина. 
Для проведения доклинических исследований также отобран комплекс сезамина и гидроксипропил-β-циклодекстрина (HPβCD). Оценено влияние комплекса сезамина и гидроксипропил-β-циклодекстрина (HPβCD) на развитие поражения печени у крыс, длительно потреблявших этанол в условиях высокожировой диеты. В опытах на крысах 18 с алкогольным стеатогепатитом продемонстрирован гепатопротективный эффект комбинации сезамина с HPβCD, несколько более выраженный по сравнению с монопрепаратом сезамина. Комплекс угнетал активность маркерных сывороточных ферментов, ALT и AST, отражающих процессы цитолиза в печени и более выраженно, чем сам сезамин, снижает содержание триглицеридов сыворотки крови.
В то же время оба препарата в одинаковой степени снижали активность щелочной фосфатазы с в сыворотке крови и содержание триглицеридов печени. Сезамин и его нанокомплекс не влияли на уровень фактора некроза опухолей альфа в сыворотке крови.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые  в качестве объекта исследования отобраны растения рода Polygonaceae (гречишных) , Betulaceae (березовых) и Onagraceae (кипрейных): Calligonum (жузгун),  Barbarea vulgaris R.BR (сурепка), Circaea lutetiana L. (двулепестник), Chamanerion latifolium (L.) Th.Fr.et Lange (кепрей широколистный), Betula pendula Roth (береза повислая).  
Растительное сырье было иccледовано на cоответcтвие качеcтву, по методам приведенным в Государственной фармакопее Республики Казахстан. Были определены показатели доброкачественности сырья перед началом определения оптимальных условий экстрагирования для данного вида растительного сырья. 

Впервые из раcтений Calligonum,  Barbarea vulgaris, Circaea lutetiana, Chamanerion latifolium, Betula pendula получены субстанции по разрабатываемой нами технологии c учетом параметров: тип экcтрагента, cтепень измельченноcти раcтительного cырья, продолжительноcть времени экcтракции, кратноcть экcтракции, соотношение сырья и экстрагента.

По разработанной нами технологии получения  субстанции   проведена наработка биологически активной субстанции  для проведения анализов на основные группы  БАВ. Выделены и очищены субстанции  в индивидуальном состоянии.

Проведен патентный и литературный поиск по методам комплексирования растительных субстанций  с циклодекстринами. На основе результатов поиска проведен отбор методов комплексирования, 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.
Были проведены эксперименты по разработке методов комплексирования растительных субстанций с циклодекстринами. Для сравнения были сняты спектры чистого циклодекстрина и субстанций. 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. 
Комплексация экстракта жузгуна с обоими типами производных циклодекстрина  показало, что Растворимость субстанции выше, чем Растворимость образующихся комплексов с циклодекстринами, поэтому  влияние циклодекстринов на Растворимость субстанции жузгуна было незначительным.

При исследовании субстанции жузгуна в системе in vitro были получены статистически значимые эффекты усиления фагоцитарной активности нейтрофилов крови. Отличительным является то, что субстанция оказала наиболее выраженный эффект стимуляции фагоцитарной активности в условиях иммунодефицита процессов фагоцитоза, что безусловно указывает на иммуномодулирующий /иммуностимулирующий эффект. Жузгун может использоваться в медицине для профилактики и лечения вторичных иммунодефицитных состояний.


Проведено комплексирование сезамина с 2-гидрокспропил-β-циклодекстрином, при этом Растворимость сезамина увеличилась в 10 раз. Константа афинности составила при этом 982,35 М-1, что свидетельствует об образовании стабильного комплекса.  Биохимические исследования сыворотки крови и печени указали на гепатопротективный эффект комбинации сезамина с HPβCD, несколько более выраженный по сравнению с монопрепаратом сезамина. Оценено влияние комплекса сезамина и 2-гидроксипропил-β-циклодекстрина (HPβCD) на развитие поражения печени у крыс, длительно потреблявших этанол в условиях высокожировой диеты. В опытах на крысах 18 с алкогольным стеатогепатитом продемонстрирован гепатопротективный эффект комбинации сезамина с HPβCD, несколько более выраженный по сравнению с монопрепаратом сезамина. Комплекс угнетал активность маркерных сывороточных ферментов, ALT и AST, отражающих процессы цитолиза в печени и более выраженно, чем сам сезамин, снижает содержание триглицеридов сыворотки крови. 

В то же время оба препарата в одинаковой степени снижали активность щелочной фосфатазы с в сыворотке крови и содержание триглицеридов печени. Сезамин и его нанокомплекс не влияли на уровень фактора некроза опухолей альфа в сыворотке 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: HPβCD была значительно выше, чем эффективность субстанции бетулина. 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 субстанции 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 субстанцией  бетулином. Терапевтический эффект комплексного введения при 50 мг/кг эквивалента бетулина существенно превышал эффект более высокой дозы только бетулина (100 мг/кг).Продемонстрировано, что хроническая алкогольная интоксикация вызывает у опытных крыс явления алкогольного стеатогепатита, характеризующиеся стеатозом и воспалительными явлениями в печени. Продемонстрировано защитное действие бетулина при алкогольном поражении печени у крыс, что связано с превентивным дозозависимым действием этой субстанции на структуру и функцию митохондрий печени и, в первую очередь, на угнетение генерации свободных кислородных радикалов митохондриями. Одним из факторов, способствующим защите печени от алкогольного поражения комплексом бетулин:HPβCD, является более сильное угнетение продукции супероксиданиона митохондриями печени по сравнению с той же дозой монопрепарата бетулина. В итоге, высокая фармакологическая активность комплекса бетулин:HPβCD обусловлена повышением биодоступности комплекса вследствие увеличения водорастворимости бетулина. 

На основании проведенной работы можно сделать следующие выводы

· проведен отбор методов комплексирования и выполнены эксперименты по разработке методов комплексирования растительных субстанций, средств с циклодекстринами, где были сняты спектры чистого циклодекстрина и субстанции;
· разработаны методы комплексирования растительных субстанций с циклодекстринами;
· впервые приведена комплексация растительных субстанций: жузгуна, бетулина и сезамина;
· проведено моделирование алкогольного стеатогепатита на белых крысах на алкогольсодержащей диете по Либеру-ДеКарли;
· проведено гистологическое и гистохимическое исследование печени и дана количественная морфометрическая оценка аккумуляции липидов и лимфоцитарной инфильтрации в печени;
· биохимические исследования сыворотки крови и печени указали на гепатопротективный эффект комбинации сезамина с HPβCD, несколько более выраженный по сравнению с монопрепаратом сезамина;
· комплекс бетулин:HPβCD в дозе, соответствующей 50 мг/кг бетулин, показал выраженное гиполипидемическое и противовоспалительное действие;
· комплексообразование бетулина с HPβCD увеличивало поглощение свободных радикалов и антиоксидантные свойства бетулина, что, в свою очередь, снижало продукцию опосредованного TNFα воспалительный процесс в печени;
· сезамин и бетулин  в одинаковой степени снижали активность щелочной фосфатазы с в сыворотке крови и содержание триглицеридов печени;
· субстанция жузгуна оказала наиболее выраженный эффект стимуляции фагоцитарной активности в условиях иммунодефицита процессов фагоцитоза, что безусловно указывает на иммуномодулирующий /иммуностимулирующий эффект.
Оценка полноты решения поставленных задач

Поставленные задачи по разработке лекарственных  препаратов для коррекции хронических диффузных заболеваний печени  на основе  индивидуальных  растительных субстанций выполнены полностью. Разработка комплексов растительных субстанций с циклодекстрином позволяет создать на их основе оригинальные лекарственные препараты для лечения хронических диффузных заболеваний печени.
Разработка рекомендации и исходных данных по конкретному использованию результатов 
Результаты, полученные в ходе проведенных исследований расширяют существующие знания о нанокомплексах, как лекарственных формах растительных субстанций, для непосредственной доставки к больному органу и позволяют создать на их основе лекарственные препараты для фармации и медицины
Оценка научного уровня выполненной работы в сравнении с лучшими достижениями в данной области
О научном уровне полученных результатов свидетельствуют работа, опубликованная в журнале Journal of Molecular Liquids с высоким импакт-фактором (5,065). По проведенным исследованиям подана 1 заявка на патент РК, выпущено 2 учебника, опубликованы 11 статей в журналах рекомендованных Комитетом по надзору МОН РК в сфере образования, сделаны доклады и опубликованы  тезисы и материалы на 4 Международных научно-практических конференциях.
 В целом, научно- методический уровень выполненной работы, соответствует работам, выполненным в данной области.
ҚОРЫТЫНДЫ

Алғаш рет зерттеу нысандары ретінде Polygonaceae, Betulaceae мен Onagraceae тұқымдASTарына жататын Calligonum (жүзгін), Barbarea vulgaris R.BR (қышабас), Circaea lutetiana L. (Париж цирцеясы), Chamanerion latifolium (L.) Th.Fr.et Lange (жалпақ жапырақты күреңот), Betula pendula Roth (салпыншақ қайың) текті өсімдіктер іріктеліп алынды. 
Қазақстан Республикасының Мемлекеттік фармакопеясында келтірілген әдістер бойынша өсімдік шикізатының сапаға сәйкестігі зерттелді. Өсімдік шикізатын экстракциялаудың оңтайлы жағдайларын анықтаудан бұрын шикізаттың сапалық көрсеткіштері анықталды. 

Біз әзірлеген технология бойынша экстрагент типі, өсімдік шикізатының ұнталу дәрежесі, экстракция ұзақтығы, экстракция еселігі, шикізат пен экстрагент қатынасы сияқты параметрлерді ескере отырып, алғаш рет Calligonum, Barbarea vulgaris, Circaea lutetiana, Chamanerion latifolium, Betula pendula өсімдіктерінен субстанциялар алынды. 

Біз әзірлеген субстанция алу технологиясы бойынша биологиялық белсенді заттардың негізгі кластарынаталдау жүргізу үшін биологиялық белсенді субстанциялар алынды. Дербес күйде субстанциялар бөлініп алынды және тазаланды. 

Өсімдік субстанцияларын циклодекстриндермен комплекстеу әдістері бойынша патенттік және әдеби ізденіс жүргізілді. Ізденіс нәтижелері негізінде комплекстеу әдістері таңдап алынды. Өсімдік субстанцияларын циклодекстриндермен комплекстеу әдістерін әзірлеу бойынша тәжірибелер іске асырылды. Салыстыру үшін таза циклодекстрин мен субстанцияның спектрлері түсірілді. Алынған мәліметтер негізінде жұтылудың шыңы мен олардың экстинция коэффициенті есептелді. 
Алкогольді стеатогепатитті модельдеу 2 ай бойы Либер-Де Карли диетасы бойынша құрамында алкоголі бар тағамдармен қоректенген ақ егеуқұйрықтарға жүргізілді. Метаболиттік синдромның құрамдас бөлігі ретінде алкогольсіз стеатогепатитті модельдеу үшін 2-3 ай бойы аса майлы азықпен тамақтанған егеуқұйрықтарға жүргізілді.. Қандағы глюкозаның динамикасы, қан сарысуындағы инсулин мен проинсулин мөлшері, гликозидтелген гемоглобин деңгейі бағаланып, глюкозаға төзімділік тестін жүргізіп, HOMA-IR индексі есептелді. Бауырға гистологиялық және гистохимиялық зерттеулер жүргізіп, ондағы липидтердің жиналуы мен лимфоцитарлы инфильтрацияның сандық морфометриялық бағасы берілді. Жануарларда маркер ферменттерінің белсенділігі, қабынуға қарсы және профиброгенді цитокиндер мен қан сарысуындағы триглицеридтердің мөлшері анықталды. 

Жүзгін субстанциясын циклодекстрин туындыларының екі түрімен комплекстеу нәтижесінде түзілген комплекстерге қарағанда субстанцияның ерігіштігі жоғары болып, циклодекстриндердің жүзгін субстанциясының ерігіштігіне айтарлықтай әсері болмады. 

Жүзгін субстанциясын in vitro жүйесінде зерттеу барысында қан нейтрофилдерінің фагоцитарлық белсенділігін күшейтетін статистикалық маңызды әсерлері анықталды. Ерекшелігі, этилацетатты фракцияның фагоцитоз процестерінің иммунитет тапшылығы жағдайында фагоцитарлық белсенділікті күшейтетін әсері айқын көрініп, оның иммуномодуляторлық және иммуностимуляторлық әсері анықталды. Жүзгін медицинада қайталанатын иммунитет тапшылығының алдын алу және емдеу үшін қолданылуы мүмкін.
Сезаминді 2-гидрокспропил-β-циклодекстринмен комплекстеу жұмыстары жүргізіліп, сезаминнің ерігіштігі 10 есе артты. Аффиндік константасы 982,35 М-1 мәніне тең болып, тұрақты комплекстің түзілгенін көрсетті. Қан сарысуы мен бауырдың биохимиялық зерттеулері сезамин субстанциясымен салыстырғанда сезамин:2-гидроксипропил-β-циклодекстрин комплексінің гепатопротекторлық әсері едәуір жоғары екенін көрсетті. Жоғары майлы диетада этанолды ұзақ уақыт қабалдаған егеуқұйрықтарда бауыр зақымдануына сезамин:гидроксипропил-β-циклодекстрин (HPβCD) комплексінің әсері бағаланды. Алкогольді стеатогепатиті бар 18 егеуқұйрыққа жүргізілген тәжірибе сезамин субстанциясына қарағанда нанокомплекстің гепатопротекторлық әсерінің жоғары  болатынын көрсетті. Цитолиз процестері кезіндегі маркерлік сарысу ферменттері, ALT мен AST белсенділігін комплекс тежейді, сезаминге қарағанда қан сарысуындағы триглицеридтердің мөлшерін біршама төмендетеді. Сонымен қатар, бауырдағы триглицеридтердің мөлшері мен қан сарысуындағы сілтілік фосфатазаның белсенділігін сезамин мен оның комплексі бірдей мөлшерде төмендетті. 

Зерттеу жұмыстары нәтижелері бетулин:HPβCD комплексі илеу әдісі арқылы сәтті алынғанын көрсетеді. Бетулин:HPβCD комплексінің түзілгені Фурье-ИҚ-спектроскопия мен дифференциалды сканерлеуші калориметрия әдістері арқылы дәлелденді. In vitro жағдайында бетулиннің субстанциясына қарағанда бетулин:HPβCD комплексінің ерігіштігі жоғары болды. 10 апта бойы жоғары майлы диетада (HFD) болған егеуқұйрықтардың бауырында стеатоз бен қабыну белгілерімен сипатталатын алкогольді емес стеатогепатиттің пайда болғаны байқалды. Құрамындағы бетулиннің мөлшері 50 мг/кг болатын бетулин:HPβCD комплексі айқын гиполипидемиялық және қабынуға қарсы әсер көрсетті. Комплекс бауырда майдың жиналуын төмендетті, сарысу-маркеріндегі ферменттің белсенділігін қалпына келтірді, сонымен қатар, бауырдағы қабыну ошағы мен сарысудағы негізгі TNFα қабыну цитокинінің мөлшерін төмендетті. Бетулиннің дозасы бірдей болған жағдайда субстанцияға қарағанда комплекстің әсері басымырақ болды. Бетулин:HPβCD комплексі бос радикалдардың сіңірілуі мен тритерпеннің антиоксиданттық қасиеттерін айтарлықтай арттырды, бауырда TNFα қабынуының өнімдерін азайтты. Бұл механизм бетулин субстанциясымен салыстырғанда бетулин:HPβCD комплексінің қабынуға қарсы қасиеттерінің жоғары болуын түсіндіреді. 50 мг/кг бетулиннің дозасына эквивалентті комплекстің емдік әсері жеке бетулиннің 100 мг/ кг дозасының әсерінен жоғары болды. Тәжірибе жасалған егеуқұйрықтарда созылмалы алкогольді интоксикация бауырда стеатоз бен қабыну құбылыстарымен сипатталатын алкогольді стеатогепатит тудыратыны көрсетілді. Бетулинді HPβCD–мен комплекстеу бетулиннің суда ерігіштігі мен гепатопротекторлық қасиеттерін жоғарылатудың, емдік дозасын төмендетудің перспективті стратегиясы болады. Бетулиннің дозасы бірдей болған жағдайда субстанциямен салыстырғанда комплекстің гепатопротекторлық әсері едәуір жоғары болды. Егеуқұйрықтардың бауыры алкогольмен зақымданғанда бетулиннің қорғаныштық әсер көрсететіні анықталды. Бұл осы субстанцияның бауыр митохондриясы қызметі мен құрылымына, ең алдымен, митохондриялардың бос оттек радикалдарының жиналуын тежеу әсерінің болуына байланысты. Бетулин:HPβCD комплексінің бауырды алкоголь әсерінен зақымданудан қорғауға ықпал ететін факторлардың бірі бірдей дозадағы бетулин субстанциямен салыстырғанда бауыр митохондрияларымен супероксиданион өнімдерінің күштірек тежелуі болып табылады. Нәтижесінде бетулин:HPβCD комплексінің фармакологиялық белсенділігінің жоғары болуы бетулиннің суда ерігіштігі жоғарылауы салдарынан комплекстің биожетімділігінің жоғарылауына байланысты.

Жүргізілген жұмыстар негізінде келесідей қорытынды жасауға болады:

· комплектеу әдістеріне іріктеу жүргізілді және өсімдік субстанцияларын циклодекстриндермен комплекстеу әдістерін әзірлеу бойынша тәжірибелер іске асырылды, таза циклодекстрин мен субстанцияның спектрлері түсірілді;
· өсімдік субстанцияларын циклодекстриндермен комплекстеу әдістері әзірленді;
· алғаш рет жүзгін, бетулин, сезамин өсімдік субстанцияларын комплекстеу жүргізілді;

· құрамында алкоголь болатын Либер-Де Карли диетасы бойынша ақ егеуқұйрықтарда алкогольді стеатогепатит модельденді;
· бауырға гистологиялық және гистохимиялық зерттеулер жүргізіліп, бауырдағы липидтер мен лимфоцитарлық инфильтрацияның жиналуы сандық морфологиялық бағаланды;
· қан сарысуы мен бауырдың биохимиялық зерттеулері сезамин субстанциясымен салыстырғанда сезамин: HPβCD комплексінің гепатопротекторлық әсерінің жоғары болатынын көрсетті;
· бетулиннің 50 мг/кг дозасына сәйкес келетін бетулин: HPβCD комплексі айқын гиполипидемиялық және қабынуға қарсы әсер көрсетті;
· бетулин:HPβCD комплексі бос радикалдардың сіңірілуі мен тритерпеннің антиоксиданттық қасиеттерін айтарлықтай арттырды, бауырда TNFα қабынуының өнімдерін азайтты;
· сезамин мен бетулин бірдей дәрежеде қан сарысуының сілтілік фосфатазасының белсенділігі мен бауырдағы триглицеридтердің мөлшерін төмендетті;
· жүзгін субстанциясының фагоцитоз процестерінің иммунитет тапшылығы жағдайында фагоцитарлық белсенділікті күшейтетін әсері айқын көрініп, оның иммуномодуляторлық және иммуностимуляторлық әсері анықталды. 
Қойылған міндеттердің толық орындалуын бағалау

Жеке өсімдік субстанциялары негізінде бауырдың созылмалы диффузды ауруларын түзетуге арналған дәрілік препараттарды әзірлеу бойынша қойылған міндеттер толық орындалды. Өсімдік субстанцияларының циклодекстриндермен комплекстерін әзірлеу олардың негізінде бауырдың созылмалы диффузды ауруларын емдеуге арналған бірегей дәрілік препараттарды жасауға мүмкіндік береді. 
Нәтижелерді нақты қолдану үшін сипаттамасын беру және шығу мәліметтерін өңдеу

Жүргізілген зерттеулер нәтижелері өсімдік субстанцияларын ауру мүшеге тікелей жеткізетін дәрілік форма ретінде нанокомплекстер туралы білімді толықтырады және олардың негізінде фармация мен медицинаға қажет дәрілік препараттарды жасауға мүмкіндік береді. 

Орындалған жұмыстың ғылыми деңгейін осы салада жүргізілген жетістіктермен салыстыра отырып бағалау

Алынған нәтижелердің ғылыми деңгейін жоғары импакт-факторлы (5,065) «Journal of Molecular Liquids» журналында жарияланған мақала дәлелдейді. Жүргізілген зерттеулер бойынша ҚР патентін алуға 1 өтінім берілді, 2 оқулық баспадан шығарылды, 11 мақала ҚР БҒМ Білім саласындағы қадағалау комитеті ұсынған журналдарда жарияланды, 4 халықаралық ғылыми-практикалық конференцияларда баяндама жасалды және тезистер мен материалдар жарияланды.

Орындалған жұмыстың ғылыми-әдістемелік деңгейі осы салада жасалған жұмыстарға толығымен сәйкес келеді.
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TEXHOJIOT Ui ] BynyT noarorosmnens: u

ony6nukoBans! 10-12
CTaTe# B Ka3aXCTAHCKUX
U 3apy0e)KHBIX
HU3JTaHUsX, B TOM 4ucie |
CTaThs B XypHanax,
UHIEKCUPYEMBIX B
MEeXTyHapOaHOU Oase
Scopus/ Web of Science
U B )KypHajax,
PEKOMEHI0OBAHHBIX
KKCOH MOH PK
(«Bectauk EHVY»),
Oyner nposesien
KPYIJIBIH CTOJ
«Mesxnynaponusre
IIPaBOBbIE aCIIEKTHI
Pa3BUTH KOCMHUYECKOH
OTpaciii B pecItyOinke
Kazaxcran u
ITepPCIIeKTHUBBI
BCTyruieHust B PKPTy,
Oyner uznana
KOJUIEKTHBHASI
MOHOTpa(us 1Mo UToram
HucciaenqoBaHus Ha
PYCCKOM sI3BIKe
«CoBepILeHCTBOBaHKE
HAI[HOHAJIBHOIO U
Me)KﬂyHaPOIIHO-
[IPaBOBOIO peKUMa
KOHTPOJIS 32 paKETHBIMHU
TEXHOJIOTUAMUY, OYIyT
paspaboTaHbl
OPpeaJIOXKEHUS 110
COBEPIIEHCTBOBAHUIO
3aKoHogarenscTBa PK.

2. Hacrosimee Jlomonuurensaoe COTJIAIICHUE SBIAETCS HEOThEeMJIEMOL
JacTbio JloroBopa u BCTYNIaCT B CUJy ¢ MOMEHTa €ro MOIIUCAHUS CTOPOHAMHU U
neucTByeT 110 31 nexadbps 2020 ropa.

3. Hacrosmee JIonogHUTEIBHOE COIaLIe HHUE ABJISICTCS HEOTHEMIIEMOM YaCThIO
Jorosopa.
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4. Vcnosus Jloroopa Nel32 or 12 mapra 2018 roma, me 3aTPOHYTHIE
HacCTOsIIIUM I[OIIOJ'IHI/ITCJ'IBHBIM COTJIaLLICHHUEM, OCTAKOTCS B HEU3MEHHOM BUC.

5. HOHOJIHI/ITCJII:HOG COrJiallICeHHE COCTaBJIEHO B ABYX J3K3eMIUIsIpax, II0
OIHOMY OSK3EMIUIPY JUIS K&KIOM M3 CTOPOH, MMEIONHMX OJMHAKOBYIO
IOPUIMIECKYIO CHITY.

6. FOpuanyeckue aapeca cTopom:

«3aKa3zyHK»: «McenonHuTe B
I'Y «Komurer Hayku MUHHCTEpCTBA PI'TI na ITXB «EBpa3uiickuii
o0pa3oBaHus U Hayku Pecry6nuku HallMOHANIBHBIA YHUBEPCUTET
Kazaxcran» umenu JL.H. 'ymunesay»
r. Hyp-Cynras, MuHucTepcTBa 00pa30BaHus U HAYKH
npocnekT Monrinik Eun, 8 Pecniyénuku Kazaxcran
BHH 061 140 007 608 010008, r. Hyp-Cynran, yn. Catnaesa, 2
BUK KKMFKZ2A Ten. 8 (7172) 70-95-46, 70-94-57
HNHMK KZ92070101KSN0000000 MK KZ816010111000363791
K6e 11 AO «Hapopnsriit bank Kazaxcrana»
PI'Y «Komurer Ka3naueiictsa BUK HSBKKZKX
MunucrepcrBa punancos PK» BHMH 010 140 003 594
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Hpeuceng:rqenb IIpopexTop Mo HayKke H HHHOBAILHSM
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