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Введение
Многие люди думают, что лекарства после истечения их срока годности нельзя употреблять, в своем исследовании мы хотим доказать обратное или подтвердить то, что написано в инструкциях по применению. 
Другими словами, честны ли с нами производители лекарств, когда выставляют срок годности на своих препаратах, или практика датирования медикаментов- просто маркетинговый ход, заставляющий нас покупать новые лекарства вместо якобы просроченных, а на самом деле прекрасно сохранившихся старых?
        Цель нашего исследования: определить токсичность медикаментов после истечения их срока годности.
В рамках заданной цели поставлены следующие задачи:
1. Используя ИК-спектрометрию определить меняется ли химическая структура лекарств после истечения их срока годности.
2. Определить фитотоксичность лекарств с нормальным сроком годности и истекшим.
3. Определить токсичность лекарств с нормальным сроком годности и истекшим с помощью тест-объекта цериодафнии.

Литературный обзор
Что означает срок годности на упаковке лекарственного средства? Если на бутылочке, например, Тайленола написано что-то вроде «Не используйте позднее июня 1998», а сейчас август 2002-го, принимать ли его? Или выбросить? Может ли он причинить вред? Или просто не подействует?
         Во-первых, срок годности, в соответствии с законодательством, начиная с 1979 года, означает только дату, до которой производитель гарантирует полную эффективность и безопасность препарата – это не означает его настоящего срока действия и безопасного срока хранения.
      Во-вторых, медицинские авторитеты единогласно подтверждают безопасность употребления якобы просроченных лекарств – и даже неважно, насколько они просрочены. За редким исключением, это не приносит вреда и безусловно не опасно для жизни. Пример такого редкого исключения, вызвавший ожесточенные споры, - случай поражения почечных канальцев, вызванный якобы просроченным тетрациклином. Предполагается, что это последствие химического изменения активного компонента, хотя многие специалисты это оспаривают.
       В-третьих, исследования показывают, что просроченные лекарства могут терять эффективность на 5-50%. Даже через 10 лет после истечения срока годности большинство медикаментов в немалой степени сохраняют свою первоначальную эффективность. Так что если от препарата зависит ваша жизнь и вам нужен стопроцентный эффект, мудрым решением будет перестраховаться: просто выбросить просроченное лекарство и купить новое. Если же риска для жизни нет (например, при головной боли, сенной лихорадке), примите и посмотрите, что будет.
       Одно из самых крупных исследований, подтверждающих сказанное выше, было проведено американскими военными 15 лет назад. В распоряжении военных был запас медикаментов на сумму 1 миллиард долларов. Столкнувшись с необходимостью уничтожения и замены этого запаса каждые 2-3 года, военное ведомство начало программу тестирования, чтобы выяснить, можно ли продлить жизнь дорогостоящему инвентарю. Тестирование, проведенное Управлением по пищевым продуктам и лекарствам США (FDA), охватывало более ста рецептурных и безрецептурных препаратов. Результаты показали, что 90% из них были безопасны и эффективны еще по крайней мере через 15 лет после истечения первоначального срока годности.
         Результаты этой программы позволили проводившему ее специалисту Flaherty сделать вывод, что срок годности, проставляемый производителем, не имеет непосредственного отношения к возможности использовать препарат по истечении этого срока. Flaherty заметил, что производитель препарата должен доказать его эффективность только в течение того срока, который выберет фармацевтическая компания. Срок годности не означает и даже не предполагает, что по его истечении лекарство станет неэффективным или вредным. «Производители указывают срок годности скорее с маркетинговыми, чем с научными целями, - утверждает бывший фармацевт FDA Flaherty. – Им не нужен товар с десятилетним сроком хранения. Им нужен оборот».
           FDA предупреждает, что программа не дала достаточно свидетельств тому, что любой препарат в аптечке потребителя эффективен и по истечении срока годности. Однако Joel Davis, бывший руководитель отдела исследования соответствия сроков годности FDA, заявил, что за некоторым исключением (самые заметные из которых нитроглицерин, инсулин и некоторые антибиотики в форме суспензии) большинство лекарственных препаратов могут храниться так же долго, как и медикаменты, протестированные для военного ведомства. «Большая часть медикаментов теряет свои свойства очень медленно, - сказал он. – Все указывает на то, что вы можете хранить лекарства дома много лет, лучше всего в холодильнике».
        Рассмотрим такой препарат, как аспирин. Bayer AG выставляет срок годности аспирина 2 и 3 года и заявляет, что по истечении срока годности его надо уничтожить. Однако Chris Allen, вице-президент производящего аспирин подразделения Bayer, признал эти сроки годности «очень консервативными»: когда в Bayer протестировали четырехлетний аспирин, его эффективность составила 100%. Так почему же Bayer не установит срок годности 4 года? Потому что компания часто меняет упаковки и проводит «непрекращающиеся программы усовершенствования», как выразился Allen. Каждое такое изменение требует нового тестирования срока годности, и поэтому нет практического смысла проверять, «проживет» ли новый аспирин 4 года. Allen также признал, что Bayer никогда не тестировал аспирин старше 4 лет. Зато это сделал Jens Carstensen, заслуженный профессор в отставке фармакологического факультета Висконсинского университета, автор одной из основополагающих работ по стабильности лекарственных средств. Он заявил: «Я провел исследование различных аспиринов, и через 5 лет после даты выпуска аспирин Bayer по-прежнему превосходен. Аспирин, произведенный с соблюдением норм, - очень стабильный препарат».
О тестировании лекарств.
На самом деле о безопасности медикаментов люди задумались сравнительно недавно. Серьезное развитие клинических исследований новых препаратов началось после крупнейших фармакологических трагедий XX века: сульфаниламидной и талидомидовой.                  Первая случилась в 1937 году, когда фармацевтическая компания M. E. Massengill выпустила жидкую форму сульфаниламидного препарата для детей — до изобретения антибиотиков эта группа лекарств являлась самой эффективной в борьбе с инфекционными заболеваниями. Однако растворитель, применявшийся для новой микстуры, оказался страшно ядовит. Вскоре после запуска лекарства в продажу стало известно, что 8 детей и 1 взрослый пациент умерли после его приема. Фармацевты забили тревогу и начали кампанию по отзыву препарата из аптек, однако до окончания разбирательств смертельная микстура успела унести жизни 107 человек.                                                                                                    
Талидомидовая трагедия приключилась спустя 20 лет, когда бесконтрольный прием талидомида — средства, рекомендованного беременным женщинам в качестве успокоительного, — привел к рождению более 10 тысяч детей с тяжелыми пороками развития. 
С тех пор стало очевидно, что каждое новое лекарство необходимо проверять на безопасность и эффективность, а также следить, чтобы его испытания были этичными и не вредили добровольцам и больным, согласившимся опробовать на себе новый препарат.(1) 


Методики исследования
1. ИК- спектрометрия.
   Анализ лекарств проведен и проанализированы полученные данные в соавторстве с аспирантом кафедры органической и биологической химии факультета биологии ЯрГу им. П.Г. Демидова Люткиным Андреем Сергеевичем.
   Если вещество подвергнуть воздействию электромагнитным излучением, например ИК-излучением, свет может поглотиться веществом, пройти сквозь него, отразиться, рассеется или вызвать фотолюминесценцию (свечение).
Ик- спектр:
Средний ИК-диапазон (MIR) обычно ограничивается спектральным диапазоном 4000 – 400 см-1. 
Ближний ИК-диапазон (NIR) покрывает спектральный диапазон 12500 – 4000 см-1. 
Дальняя ИК-область (FIR) перекрывает диапазон 400 – 30 см-1. 
Наша работа проводилась на MIR и NIR ИК- спектре. 
Последовательность действий для определения структуры вещества для них следующая:
Средний ИК- диапазон (MIR) :
1.Растолочь нужное вещество до однородной массы;
2.Взвесить Бромид калия и нужное вещество на аналитических весах в соотношении 1\9 ( 1 часть- вещества и 9 частей- бромида калия)
3.Перемешать бромид калия и нужное вещество;
4.Сделать таблетку
· Взять зажимы и насыпать туда нашу смесь
· Закрыть зажимы
· Положить зажим со смесью в ручной пресс
· Сжать ручной пресс и вынуть зажим с получившейся таблеткой
· Проверить получилась ли таблетка  (если нет, то переделать);
    5.Вставить зажим с таблеткой в квету, а квету в ИК- спектр(MIR).
Ближний ИК-диапазон (NIR)
1.Растолочь нужное вещество + просроченный аналог (чистое; 3 таблетки (в моём случае));
2.Насыпать вещество в пеницилинки (без крышки), так чтобы было покрыто дно не большим слоем);
3.Поставить пеницилинку на NIR луч;
4.Накрыть колпаком;
5.Сделать анализ пять раз и после каждого анализа потрясти пеницилинку;
6.Сделать анализ нужного просроченного вещества;
7.Сделать анализ нужного непросроченного вещества.
2. Общая методика определения токсичности воды на дафниях
Культуру Ceriodaphnia affinis нам предоставили на кафедре физиологии человека и животных ЯрГУ им. П.Г.Демидова.
Отбор проб для анализа. Для анализа на токсичность берут воду объемом до 1 л. Время от начала забора до опыта не должно превышать 6 часов, а температура хранения 4 градуса Цельсия.                                                                                                                                                    Опыты ставят в трех повторностях : в каждый стакан заливают по 200 мл раствора и сажают по 10 дафний. Их переносят стеклянной трубкой диаметром 5 - 7 мм. Каждая серия опытов сопровождается контрольными испытаниями с биологизированой водой. Длительность наблюдений 96-120 часов.                                                                                                              Регистрируемые показатели. В кратковременных опытах основным показателем токсичности среды является выживаемость рачков, наблюдения за которой проводят непрерывно в течение первого часа воздействия раствора, через каждые 15 мин в продолжение второго часа, затем ежечасно до конца первого дня наблюдений, а в последующие сутки 2-3 раза в день.                                                                                                                                                     Время гибели рачков отмечают по наступлении неподвижности (иммобилизации): дафнии лежат на дне стакана, плавательные движения отсутствуют и не возобновляются при легком прикосновении струей воды или покачивании стакана.
Наблюдают за ходом эксперимента через 24, 48 или 96 часов. Дафний во время эксперимента не кормят.                                                                                                                                                   После окончания эксперимента производят подсчет дафний. Рассчитывают процент выживших особей.                                                                                                                                         Проба воды оценивается как токсичная, если за 24 часа опыта в ней гибнет больше 50% дафний по сравнению с контролем. Для количественной оценки токсичности проб воды применялась четырехбальная система Н.С. Строганова. (Приложение 1)                                                               
3.Анализ загрязнения вод по фитотоксичности
Среди экологических проблем особое место занимает проблема взаимовлияния загрязненной токсическими выбросами окружающей среды и растительности.
фитотоксичность –свойство загрязненной воды (растворов) подавлять прорастание семян, рост и развитие высших растений (тестовый показатель). 
 Определение фитотоксичности проводилось методом проростков. В качестве тест-культуры использовалось овес, так как это растение быстро прорастает и выращивается в хозяйстве нашего региона. 
Опыт ставился путем сравнения загрязненных и контрольных вариантов растворов в трех повторностях. В ходе опыта фиксировали всхожесть, энергию прорастания, длину надземной и корневой систем.
Согласно стандарту(Тимирязевской академии г. Москва), энергия прорастания определяется на третий день и представляет собой процент нормально проросших семян от общего их числа. Всхожесть - это проросшие  семена на  5 день, дающие нормальный проросток. Энергия прорастания характеризует жизненные силы семян – их способность к быстрому и дружному прорастанию.
         Через пять дней измеряют всхожесть семян овса. Она сопоставляется с контролем и показывает насколько качественные семена и как они «чувствуют» себя в экспериментальной  образцах, при сравнении с контролем. Контроль –дистиллированная вода.
Подготовленный для опыта субстрат помещали в чашки Петри, в каждую помещали по 30 семян тест-культуры. Вегетацию осуществляли в течение 10 суток. 
В ходе опыта наблюдали за следующими показателями:
-  время появления всходов; 
-  энергию прорастания;
-  всхожесть на пятый день;
-  общую всхожесть (в конце опыта);
-  по окончании опыта растения высушивали, взвешивали их биомассу.
Энергию прорастания (В) – дружность появления проростков на третьи сутки - определяют по формуле:
В =__a__*100% ;                                                                                           ()    
      	            b
где а - число проросших семян; в - общее число семян, взятых для опыта.
Энергия прорастания характеризует жизненные силы семян – их способность к прорастанию. Всхожесть – это проросшие семена на пятый день, дающие нормальный проросток.
	При использовании показателя массы растений ведут расчет по формуле:
                                                    ФЭПР = Мк – Мх                              где ФЭПР – фитотоксичный эффект (по проросткам); Мк – масса растений в контроле; Мх – масса растений на фитотоксичной среде.
О наличии признаков фитотоксичности у определяемых почв судили по разнице в числе проросших семян, массы растений опытных вариантов по сравнению с контролем, наличию фитотоксичного эффекта.
Для получения сопоставимых результатов по итогам тестирования рассчитывают индекс токсичности оцениваемого фактора (ИТФ) для тест-организма:
                 ТФ0
 ИТФ  = ----------- ,                                                                                       ()

                  ТФk                 где ТФ0 - значения регистрационной тест-функции в опыте;
       ТФk - значения  регистрационной тест-функции в контроле.
Величина ИТФ изменяется  от 0 до N, где N – любая положительная величина. Используя шкалу токсичности, определяют класс токсичности почвы. (Приложение 2)
      В дальнейшем анализируют  и измеряют длину и  надземной и подземной частей проростков, сравнивают данные с контролем. На последнем этапе оценивают ИТФ (индекс токсичности изучаемого фактора) опыта по сравнению с  контролем. (2)

Результаты и обсуждения.
Нами были выбраны следующие лекарственные средства:
1)Но-шпа с нормальным сроком годности  и 02.2014 года выпуска
2)Ацетилсалициловая кислота с нормальным сроком годности  и 01.2003 года выпуска.
3)Анальгин с нормальным сроком годности  и 08.2003 года выпуска
1. ИК – спектрометрия
[image: ]

Химическая структура анальгина изменилась с истечением срока годности.
[image: ]
Химическая структура ацетилсалициловой кислоты изменилась с истечением срока годности.
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 Химическая структура но-шпы с истечением срока годности осталась неизменной.
2. Определение токсичности с использованием тест-объекта Ceriodaphnia affinis 
Подробное описание реакций Ceriodaphnia affinis в ходе эксперимента описаны в Приложении 3.
Сравнивая результаты с шкалой токсичности Н.С. Строганова ацетилсалициловая кислота оказалась весьма сильно токсична, т.к. мы наблюдали смерть 100% особей в первые 15 минут опыта. 
Анальгин с нормальным сроком годности весьма сильно токсичен, т.к. на 2 сутки эксперимента мы наблюдали смерть 60% особей.
Анальгин с нормальным сроком годности весьма сильно токсичен, т.к. на 2 сутки эксперимента мы наблюдали смерть 60% особей.
Анальгин с истекшим сроком годности снизил свою токсичность и стал сильно токсичен, т.к. на 2 сутки эксперимента произошла смерть 40% особей и лишь на трети сутки данный показатель превысил 50%.
3. Определение фитотоксичности лекарств
Опыт по определению фитотоксичности данных  лекарственных средств еще не окончен., обязуемся предоставить данные ко второму этапу конференции в случае положительного решения жюри в пользу нас. 
Выводы
1. При проведении Ик-спектрометрии нами было выявлено, что ацетилсалициловая кислота и анальгин по истечении срока годности меняют свою химическую структуру, Но-шпа осталась неизменной. Год выпуска ацетилсалициловой кислоты и анальгина 2003, но-шпы 2014, в связи с этим мы предполагаем, что при долгом хранении препаратов их структура может мен6ятся и полезное действие тоже.
2. Анальгин и ацетилсалициловая кислота с нормальным сроком годности обладают весьма сильным токсическим действием для Ceriodaphnia affinis, ацетилсалициловая кислота с истекшим сроком годности обладает таким же эффектом. Токсичность анальгина с истечением срока годности уменьшилась. Возможно это объясняется изменением его химической структуры , что было нами доказано ранее. 
Литературный  обзор:
1) Журнал "Экос-информ", июль 2015
2) Экологическое почвоведение: Лабораторные занятия для студентов-экологов (бакалавров): Метод. указание / И.Н. Волкова, Г.В. Кондакова. – Ярославль: ЯрГУ, 2002. – С. 24 – 28.
3) ecololocate.ru›locat-713.html – методика определения токсичности воды на дафниях

4) Б.Н.Тарасевич, «Основы ИК ИК спектроскопии с преобразованием Фурье», Москва 2012





Приложение 1. 
Шкала токсичности по Н.С. Строганова
	Количественная оценка
(балл)
	Продолжительность жизни 50 % дафний
(дни)
	Оценка токсичности

	1
	до 20
	Слабая токсичность или её отсутствие

	2
	до 10
	Средняя токсичность

	3
	до 5
	Сильная токсичность

	4
	до 2
	Весьма сильная токсичность



Приложение 2.
Оценочная шкала токсичности почвы
	Класс токсичности
	Величина ИТФ
	Пояснения

	VI (стимуляция)
	>1,10
	Фактор оказывает стимулирующее действие на тест-объект. Величина тест-функции в опыте превышает контрольное значение.

	V (норма)
	0,91 – 1,10
	Фактор не оказывает существенного влияния на тест-объекты. Величина тест-функции на уровне контроля.

	IV (низкая токсичность)
	0,71 – 0,90
	

	III (среднее)
	0,50 – 0,70
	Разная степень снижения величины тест-функции в опыте по сравнению с контролем.

	II (высокое)
	<0,50 (ниже индекса LD50 ,принятого в токсичности)
	

	I (сверхвысокое вызывающее гибель тест-объекта)
	Среда не пригодна для жизни тест-объекта
	Наблюдается гибель объекта.



Приложение 3.
Результаты проведение опыта:
	Время
	Контроль
	Ацетилсалициловая кислота (норм. ср. г.)
	Ацетилсалициловая кислота (просроч.)
	Анальгин
(норм. ср. г.)
	Анальгин
(просроч.)

	15 минут
	Движения спокойные, плавные, прерывистые, скорость движений средняя, нормальная координация
	Движения быстрые. Возбуждение некоторых особей. Круговое движение дафний.
Паралич.
В течении первых 5 минут смерть всех особей.
	Движения медленные
ближе ко дну. Паралич. В течении первых 9 минут все особи умерли. 
	Дафнии плавают ближе ко дну. Движения кратковременные
	Некоторые особи плавают на дне, а другие сверху стакана. 
10%  дафний умерли.

	15 минут- 30 минут
	Движения спокойные, плавные, прерывистые, скорость движений средняя, нормальная координация
	
	
	Круговые движения дафний. Особи  находятся в разных местах.
10% дафний умерли. Активность повышается. Дафнии поднимаются и опускаются, замирают.
	Круговые движения дафний. Активность дафний  увеличивается.20% дафний умерло.

	1 час
	Движения спокойные, плавные, прерывистые.
Средняя скорость движений.
Точная координация.
	
	
	Усиление активности дафний. 40% особей были парализованы и вскоре умерли.
	Подёргивания, круговые движения. 20% дафний умерло.

	2 сутки
	Движения спокойные, плавные, прерывистые.
Средняя скорость движений.
Точная координация.
	
	
	Средняя активность.60% дафний умерло.
	Средняя активность дафний.40% дафний умерло.

	3 сутки
	Движения спокойные, плавные, прерывистые
Средняя скорость движений.
Точная координация
	
	
	Понижение активности, паралич, смерть всех особей.
	Понижение активности, подёргивание, паралич, смерть всех особей. 
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