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Актуальність роботи

Створення та впровадження у медичну практику нових лікарських засобів є результатом розв’язання широкого комплексу проблем, з яких пошук сполук із бажаною внутрішньою активністю та здатністю зв’язуватись з належними мішенями в організмі є головним, хоча й далеко не вирішальним фактором загального успіху всього процесу. 

Серед різноманітних чинників, що обумовлюють ефективність дії біологічно активних сполук, посідають внутрішня активність (хімічна складова, за рахунок наявності фармакофорних груп), лікарська форма (фармацевтична складова) й шлях (фармакокінетична складова) введення та фізіологічні особливості організму чи органу-мішені (медико-біологічна складова), яка представлена первинними внутрішніми бар’єрами (гістогематичні), що регулюють вибірковість проникнення тих чи інших речовин у відповідний орган чи тканину.

Значна кількість потенційно перспективних сполук, що привернули до себе увагу на стадії молекулярного дизайну in silico, або виявили себе активними в експериментах in vitro, не мають подальшого втілення, так як мають незадовільні біофармацевтичні властивості. Серед них особливу роль відіграють процеси вивільнення фармацевтичного інгредієнту з лікарської форми, надходження до системного кровообігу та подальший розподіл по органах та тканинах (долання гістогематичних бар’єрів). Відповідно до шляху введення сполука може у меншому чи більшому ступені піддаватись метаболізму, що також обумовлює активацію/деактивацію препаратів. 

Таким чином, в інноваційному лікарському засобі враховано не тільки молекулярні властивості (фармакофорні групи, здатність та ступінь іонізації), але й макроспокопічні характеристики (розчинність, відсутність взаємодії з допоміжними речовинам, стабільність при зберіганні та при введенні в організм, здатність долати біологічні бар’єри, метаболічна стабільність або навпаки - здатність до біотрансформації та подальшого утворення активних метаболітів).

З фармакологічної та біофармацевтичної точки зору найбільш важливими і вивченими є бар’єри між порожниною кишок і кров’ю, що визначають всмоктування й біодоступність ліків, та між кров’ю і головним мозком - гематоенцефалічний бар’єр (ГЕБ). Головними функціями ГЕБ є підтримання гомеостазу головного мозку, задля обмеження надходження до нервової тканини багатьох сполук, та виведення у зворотному напрямку токсичних метаболітів.

Проникність ГЕБ є однією з головних передумов до ефективного застосування не тільки психотропних сполук, але й численної кількості лікарських засобів (ЛЗ), що застосовуються при лікуванні судомних захворювань, нейроінфекцій, пухлин, запаленнях, коректорах нейрохімічних процесів та інших сполук, для яких головний мозок є біофазою дії.

Для ентерогематичного та гематоенцефалічного бар’єрів притаманні наступні основні шляхи перенесення речовин – міжклітинний (парацелюлярний), та крізьклітинний (трансцелюлярний), які реалізуються шляхом простої дифузії, а крізьклітинний, окрім того, і за допомогою переносників. Проникнення пасивним трансцелюлярним шляхом важливе для задовільного всмоктування (абсорбції) більшості ліків. В певних умовах (випадках) інші процеси сприяють значному транспорту, але внесок цих процесів змінюється в залежності від відділів шлунково-кишкового тракту, що робить пасивне трансцелюлярне проникнення дуже важливим в цих випадках. Знання зазначених механізмів транспорту лікарських засобів крізь відповідні бар’єри дають можливість використовувати відповідні шляхи їх введення. 

Окремим випадком існування гістогематичного бар’єру є кордон між шкірою та кров’ю. Умовою використання препаратів для трандермального введення є їх здатність долати шкіру та надходити у капіляри, так як лише у цьому випадку вони мають можливість потрапити до системного кровообігу 

У всіх зазначених випадках необхідні методи для посилення проникнення активних фармацевтичних інгредієнтів крізь ті чи інші бар’єри так як вони не володіють необхідними фізико-хімічними властивостями для такої дії.

Визначення відповідних показників транспорту препаратів крізь гістогематичні бар’єри все ще залишається трудомістким процесом, тому створення спрощених методів, що дають можливість їх прогнозувати є актуальним і необхідним дослідженням. Разом з тим, постає питання щодо можливості прогнозування нейродоступності ЛЗ вже на стадії їх дизайну, разом з оцінкою їх біологічної активності у межах співвідношень «структура – активність» (quantitative structure-activity relationships, QSAR) та «структура-властивості» (quantitative structure-property relationships, QSPR), що надасть змогу підвищити ефективність процесу конструювання та впровадження у практику нових біологічно активних речовин та зменшити витрати на їх скрінінг

Мета роботи

Мета роботи - комплексне вивчення ефективності механізмів міжклітинного та крізьклітинного проникнення хімічних сполук крізь гістогематичні бар’єри, оцінка і прогнозування їх біо- і нейродоступності та біологічної активності на основі взаємозв'язку між структурою, фізико-хімічними властивостями та фармакокінетичними показниками і шляхів їх підсилення.


Наукова новизна


Розділ 1


Розділ присвячений аналізу даних долання гістогематичних бар’єрів фармакологічними зондами, що надходять шляхом простої дифузії через переважно через інтерцелюлярний простір – низькомолекулярних аліфатичних спиртів (метанол та етанол). Вибір цих сполук у якості репрезентативних зондів – маркерів міжклітинного а крізьклітинного проходження було обумовлено низкою таких фізико-хімічних властивостей, як як малий розмір молекули, відсутність функціональних груп, при іонізації яких при фізіологічних умовах можуть утворюватися стабільні заряджені частки (іони) (постійне значення logD), розчинність у воді і фізіологічних рідинах та відсутність зв’язування з транспортними білками крові та специфічних систем переносу крізь біологічні мембрани.

Для нижчих аліфатичних спиртів (метанол та етанол) завдяки монофункціональній хімічній структурі зміна фізико-хімічних властивостей обумовлена лише природою аліфатичного радикалу, а отримані експериментальні дані підтверджують існування відмінностей нейродоступності аліфатичних спиртів, які долають ГЕБ міжклітинною простою дифузією. Сполуки різняться величиною своєї нейродоступності. При аналізі даних встановлено, що окрім ліпофільності більш впливовим фактором у процесі дифузії крізь ГЕБ виступає полярність сполуки (та величина полярної поверхні, PSA). Також для аліфатичних спиртів визначається зміна швидкості їх надходження до мозку.

Вперше проведено порівняльний аналіз доступних методів кількісної оцінки проникності ГЕБ та проведено комплексний порівняльний аналіз проникності ГЕБ для маркерів міжклітинної простої дифузії, у якості яких використано низку нижчих аліфатичних спиртів. Доведено, що ліпофільность та полярність молекули є вирішальною у процесі дифузії крізь ГЕБ та визначають швидкість надходження цих сполук до головного мозку.

Серед маркерів простої міжклітинної дифузії встановлено високу ефективність масопереносу поряд із зміною загальної швидкості (співвідношення констант міжкамерного обміну) надходження сполук до головного мозку в ряду «метанол-етанол-бутанол». Стаціонарна фаза розподілу метанолу реєструється через 0,25 год після внутрішньовенного введення, а етанолу – більше ніж за 2 години.

Для двох найближчих гомологів аліфатичних спиртів – сполук, що долають ГЕБ шляхом простої дифузії, конкуренція за спільні метаболічні системи та вплив на структури міжклітинного матриксу здатні змінювати їх окремі фармакокінетичні характеристики. Етанол, внаслідок різниці у розмірі та питомій полярності молекули, при сумісному введенні з метанолом впливає на процеси його масопереносу крізь ГЕБ. Кількісні зміни у цих процесах є наслідком не тільки функціонування специфічних ферментних систем, але й обумовлені різницею у фізико-хімічних властивостях цих речовин та взаємним впливом на шляхи, які вони сумісно використовують для проходження крізь ГЕБ.

Здатність етанолу викликати порушення у структурі ліпідних бішарів біомембран та зворотно впливати на проникність ГЕБ може реверсивно впливати на свій власний процес градієнт-залежного надходження крізь ГЕБ. Зазначений ефект впливу попередніх доз препарату на характер розподілу наступних у певній мірі обмежує застосування «принципу сумації доз» у класичній фармакокінетиці та має бути врахований при курсовому застосуванні лікарських засобів, що долають ГЕБ кризьклітинним шляхом.

Встановлено асиметричну дію етанолу на процес простої дифузії метанолу крізь ГЕБ. Процес надходження метанолу (( = 2,13(0,13 год-1) під впливом етанолу до головного мозку (до 0,84(0,05 год‑1) гальмується у більшому ступені, ніж його елімінація (( = 0,037 ( 0,004 год‑1 та 0,040 ( 0,001 год-1 відповідно).

Вперше показано, що надходження етанолу крізь ГЕБ при багатократному введенні відбувається із порушенням принципу «сумації доз» внаслідок його впливу на компоненти міжклітинного матриксу та уповільненням процесу розподілу подальшої дози спирту на тлі введення попередньої. Введення високих доз етанолу (10 та 20 ммоль/кг) навпаки призводить до збільшення проникності ГЕБ через порушення бар’єрної функції ліпідних областей біомембран.


Розділ 2

Враховуючи дані про вплив окремих хімічних груп на фізико-хімічні властивості та здатність сполук долати ГЕБ досліджено впливи хімічної модифікації молекул біологічно активних сполук з метою підвищення їх нейродоступності. Із використанням модельних сполук, у структурі яких присутня стабільна етерна (етоксозепам) та лабільна естерна група (препарат «Левана») вивчено здатність вказаних сполук до розподілу по окремим структурам організму та надходження до мозку.

На ступінь надходження до внутрішнього середовища організму та розподілу між плазмою крові та головним мозком в умовах простої градієнт-залежної дифузії та екстрацеребральної біотрансформації стосовно проліків (гідазепаму та його метаболіту (норгідазепаму) відіграють значну роль ферментні системи, та навіть застосування таких індукторів цитохрому, як фенобарбітал, здатне підвищити ступінь надходження гідазепаму до головного мозку за рахунок не метаболічних механізмів, а через зв’язування з білками плазми крові чи впливаючи безпосередньо на структури ГЕБ.

Після внутрішньовенного введення етоксазепам (похідне 1,4-бенздіазепіну із стабільним етерним зв’язком) реєструється у головному мозку у кількості 92-70 % від вмісту загальної радіоактивності за рахунок більшої ліпофільності. Ацилоксіпохідне (левана) більш ефективно надходить крізь ГЕБ за рахунок зворотної іонізації. З етапом метаболізму левани пов’язана зміна у величіні Смозок/Скров для її активного метаболіту – 3-гідроксифеназепаму, залежно від того, чи перетинає ГЕБ власне він (після внутрішньоочеревинного введення), або відбувається його утворення у мозковій тканині (інтрацеребрально, після введення левани).

Вперше показано, що для модельних маркерів крізьклітинної простої дифузії - похідних 1,4-бенздіазепіну вплив метаболічної трансформації є різноспрямованим. Ліпофільні сполуки (феназепам) утворюють більш гідрофільні метаболіти, що менш ефективно долають ГЕБ. Модуляція (індукція чи гальмування) ферментних систем (СYP3A4 або CYP2C19), що здійснюють екстрацеребральну біотрансформацію проліків (гідазепам) здатна збільшувати проникність ГЕБ як для активних метаболітів (норгідазепам), так й поліпшувати надходження вихідних сполук. Протективна функція комплексоутворення з (-циклодекстріном має позитивний вплив на нейродоступність лише для проліків із значним внеском інтрацеребрального метаболізму (левана).


Розділ 3

При дослідженні та аналізі процесу активного транспорту, яким переважно надходять крізь біологічні бар`єри заряджені гідрофільні сполуки, було використані маркери активного транспорту – аніони нижчих аліфатичних кислот (оцтової та масляної). Враховуючи особливості функціонування систем активного транспорту було встановлено, що транспорт ацетату до головного мозку при введенні оцтової кислоти у дозах 5 та 10 ммоль/кг є обмеженим процесом, тоді як для бутірату він не досягає межи насичення при введенні масляної кислоти у дозі 2 ммоль/кг. Параметри, які стосуються процесів елімінації 14С-бутірату з головного мозку та плазми крові, різняться майже на порядок внаслідок консекутивності процесів його масопереносу з головного мозку до плазми крові та протилежності напрямку функціонування систем транспорту карбоксилатних сполук.

Використання ацетатом та бутіратом активного транспорту їх у крізьклітінному шляху надходження крізь ГЕБ ставить питання щодо ефективності та селективності цих процесів відносно індивідуальних сполук. На підставі даних по визначенню селективності транспортної системи бутірату було встановлено, що надходження бутірату та його постійний рівень у головному мозку на тлі введенні зростаючих доз ацетату може бути обумовлений селективністю цієї транспортної системи та використанням лише бутірат-аніону у якості субстрату 

Ефективність крізьклітинного надходження за допомогою активного транспорту залежить від певних транспортних структур, та у відношенні до аніонів нижчих аліфатичних кислот – бутірату та ацетату є селективним.


Розділ 4

Розділ присвячений обґрунтуванню можливості використання нейроактивних ефектів біологічно активних сполук у оцінці їх здатності долати біологічні барєри та визначенні нейродоступності. Наведеними дослідженнями було продемонстровано можливість оцінки проникності ГЕБ для сполук, що мають у своєму фармакологічному спектрі нейроактивний компонент, при цьому аналіз може бути проведено з використанням як швидкообортних ефектів (концентраційно-залежних), так й тих, які розвиваються повільно та мають складні механізми розвитку (уповільнених та віддалених).

Фармакодинамічний метод визначення співвідношення концентрацій «мозок/плазма» дозволяє отримувати статистично достовірні та наближені до реальних показників дані для похідних 1,4-бенздіазепіну, але його використання обмежене інтервалом концентрацій сполук у головному мозку, при яких зберігається лінійний характер між вмістом у біофазі дії та ефектом, що реєструється. Для гідазепаму та левани показники максимальних величин протисудомних ефектів є значно нижчими ніж у інших похідних 1,4-бенздіазепіну, внаслідок належності вихідних сполук до проліків. Зміна фармакологічного спектру 3-гідроксифеназепаму із акцентом на снодійну дію при його веденні у формі гемісукцинату обумовлена підвищенням як власне його концентрації у мозку так й співвідношення концентрацій «мозок/кров».

Вперше вивчено можливість оцінки нейродоступності лігандів та модуляторів ГАМКА-рецепторного комплексу (проліки та їх активні метаболіти) на підставі їх фармакодинамічних ефектів.

Також вперше встановлено, що швидкооборотні фармакологічні ефекти (антагонізм із судомними агентами) лігандів та модуляторів ГАМКА-рецепторного комплексу (аліфатичні спирти та похідні 1,4-бенздіазепіну) можуть бути використані для оцінки проникності ГЕБ за умов, що протисудомний ефект, який реєструється, не перевищує 80 % від максимального, а сполуки володіють власною внутрішньою активністю (аліфатичні спирти, феназепам, норгідазепам, 3-гідроксифеназепам). За швидкооборотними ефектами активність та нейродосутпність аліфатичних спиртів підвищується у ряду «метанол-етанол-бутанол-пропанол» та є нелінійною.


Розділ 5

З метою характеристики можливості прогнозування нейродоступності для сполук на підставі їх структури та хіміко-функціональних груп було проведено комп’ютерний аналіз здатності низки сполук долати гематоенцефалічний бар’єр шляхом простої дифузії залежно від їх фізико-хімічних показників та наявності окремих груп. проаналізовано взаємозв’язок між структурою сполук та їх нейродоступності, що представлена як величина площі поверхні проникнення (permeability surface, PS), або стала характеристика розподілу речовини між кров'ю та мозком (Смозок/Скров, або logBB).

Встановлено, що проникнення сполук крізь ГЕБ у значному ступені обумовлене електростатичним фактором (32 %). Також важливу роль відіграють гідрофобні параметри, природа атомів та ван-дер-ваальсові взаємодії (2 %, 23% та 16 % відповідно). Молекулярні фрагменти, що містять електронодонорні або електроноакцепторні атоми, характеризуються негативним внеском у зміну logBB, тоді як присутність ароматичних груп асоційована з підвищеною нейродоступністю.

Отримана комп'ютерна модель є ефективною при прогнозуванні нейродоступності поліфункціональних гетероатомних структур. Так, статистично близькі значення нейродоступності отримані для всіх представників похідних 1,4-бенздіазепіну – як власне активних сполук (феназепам, норгідазепам, етоксазепам), так й для проліків (гідазепам).


Розділ 6

Приймаючи до уваги, що кінцева реалізація фармакологічного ефекту є результатом рецепторно-лігандної взаємодії, у розділі проведено дослідження здатності низки сполук - похідних 1,4-бенздіазепіну, взаємодіяти з ГАМК-рецептором на підставі процедури молекулярного докінгу. В результаті аналізу даних розрахунків зв’язування представників 1,4-бензідазепіну з рецептором було встановлено, що навіть серед обраних представників похідних 1,4-бенздіазепіну спостерігається гетерогенність по локалізації місць зв’язування з ГАМКА-рецептором у процедурі молекулярного докінгу, а здатність молекули до полярізації відіграє значно меншу роль, ніж величина площі полярної поверхні.

За результатами молекулярного докінгу низки похідних 1,4-бенздіазепіну визначено, що внесок водневого зв’язку у формуванні комплексу ліганд-рецептор знаходиться у межах від ~2 % до ~30 % від величини загальної величини енергії зв’язку. Найбільший доля водневих зв’язків визначається серед сполук із полярними групами, які містять електронегативні елементи та рухомий атом водню (гідроксипохідні, нітропохідні).

Серед 19 вивчених лігандів 14 представників мають спільне місце зв’язування на макромолекулі. Аналіз розташування амінокислот на рецепторі показав, що вони формують два підцентра, віддалених один від одного. Аномально високі значенні утворення зв’язку виявлені для амінокислот у другому підцентрі, три з яких (Asp-43 головного ланцюга та Gln-64 й Thr-176 бокового приймають участь у взаємодії з пропоксазепамом. У другому підцентрі активними є більша кількість більш полярних амінокислотних залишків (Ile-47, Asn-54, Lys-102, Ala-135, Ser-46, Glu-182), а також сірковмісні (Cys-136 та Met-137). Для молекулярної рефракції не визначено певної кореляції із показниками енергії зв'язку, а по величині площі полярної поверхні визначається розділення сполук на дві групи, що, ймовірно, пов’язане із існуванням двох підцентрів, виявлених при аналізі параметрів докінгу сполук цієї групи.

Також методами молекулярного докінгу показано, що на виділеній ділянці ГАМКА-рецептору існують декілька місць зв'язування пропоксазепаму з енергією утворення комплексу від  -78,64 до –85,29 ккал/моль. 

Загальна енергія зв’язку найбільш численного кластеру конформерів пропоксазепаму та ГАМКА-рецептору є близькою однак внесок Ван-дер-Ваальсових взаємодій та водневого зв'язку різниться для різних конформерів. Найбільший внесок у формування комплексу здійснюють залишки полярних амінокислот (серін, аргінін, метіонін та аспарагін – полярний під центр зв'язування). Однак також для окремих конформерів значний внесок мають ароматичні амінокислоти, переважно фенілаланін (Phe-31, Ala-135 – гідрофобний під центр зв’язування).


Розділ 7

У даному розділі наведено закономірності впливу хімічних підсилювачів трансдермального проникнення на окремі структури рогового шару, та їх ефективність залежно від величини ліпофільності деяких похідних 1,4-бенздіазепіну. На підставі отриманих даних запропоновано нові похідні 1,4-бенздіазепіну з підвищеною здатністю долати неушкоджену шкіру.

Методами ІЧ спектроскопії визначені зміни конфірмаційних станів ліпідів та білків, що призводить до підвищення проникності шкіри. Також встановлено, що підвищення проникності шкіри під впливом аліфатичних кислот та спиртів обумовлено підвищенням(до 71 %) екстракції холестерину з рогового шару.

Вперше було продемонстровано, що аліфатичні кислоти, спирти та солі алкілпіридинію значно підвищують дифузію крізь шкіру похідних 1,4-бенздіазепіну із різною величиною ліпофільності – феназепаму, 3-гідроксифеназепаму та клоназепаму. Встановлено, що вибір оптимального підсилювача проникності залежить від ліпофільності сполуки, що долає шкіряний бар’єр. Так, для ліпофільних сполук (феназепам, log P=3,0) проникність шкіри підвищується під впливом кислот та спиртів з вуглеводневим ланцюгом С11-С13, а для більш гідрофільних (клоназепам, log P=1,6) - спиртів, що містять від двох до п’яти атомів вуглецю. Сполуки з проміжним значенням ліпофільності (3-гідроксифеназепам, log P=2,1) можливе використання обох типів підсилювачів.

Вперше отримано ряд естерів 3-гідроксифеназепаму та вищих аліфатичних кислот із підвищеною здатністю до крізьшкірного проникнення. Найбільшу активність проявив лауриловий естер 3-гідроксифеназепаму, пролонгована дія якого обумовлена високою величиною середнього часу утримання в організмі.


Практична значимість

Практична цінність роботи полягає у визначенні загальних принципів конструювання біологічно активних сполук із явно заданими фармакокінетичними параметрами. На підставі отриманих даних можлива модифікація молекул біологічно активних сполук з метою поліпшення фармакокінетичних властивостей та здатності долати гістогематичні бар`єри. У роботі визначено низку молекулярних дескрипторів та їх груп, що обумовлюють ефективне проникнення сполук до ЦНС, що може бути використано для комп’ютерного моделювання інноваційних ліків, підвищення ефективності їх скрінінгу та скорочення певних етапів фази доклінічних досліджень. Також розроблено комбінований метод визначення константи розподілу кр сполук між кров'ю і мозком та здійснено порівняння методів оцінки нейродоступності на підставі динамічних (точкове визначення співвідношення концентрацій) та інтегральних (співставлення площ під кумулятивними фармакокінетичними кривими). Показано, що величини нейродоступності, визначені кожним з наведених методів, залежно від шляху введення сполук-зондів зазнають значних змін та відображують переважні механізми їх транспорту.

Вперше в ідентичних умовах експерименту охарактеризовано фармакокінетичні показники хімічних сполук з різним механізмом проникнення (міжклітинний, крізьклітинний) крізь ГЕБ. Узагальнено підхід до вивчення та прогнозування нейродоступності сполук на підставі їх фізико-хімічних властивостей, механізмів транспорту, здатності до конкуренції чи інтерферентного впливу на процес масопереносу, а також залучення до біохімічних перетворень та напрямків метаболізму.

Вперше проведено порівняльний аналіз доступних методів кількісної оцінки проникності ГЕБ та проведено комплексний порівняльний аналіз проникності ГЕБ для маркерів міжклітинної простої дифузії, у якості яких використано низку нижчих аліфатичних спиртів. Доведено, що ліпофільность та полярність молекули є вирішальною у процесі дифузії крізь такі біологічні барєри, як ГЕБ та шкіра й визначають біо- та нейродоступність.

Охарактеризовано взаємний вплив гомологів аліфатичних спиртів (на прикладі метанолу та етанолу) на процес їх поєднаної простої дифузії. Встановлено наявність реверсивної дії етанолу на його власну проникність крізь ГЕБ. Досліджено вплив метаболічної трансформації на ефективність долання ГЕБ маркерів крізьклітинної простої дифузії із середньою молекулярною масою – похідних 1,4-бенздіазепіну, що активуються метаболічно до нейроактивних сполук. Показано можливе використання шляху хімічної модифікації з метою створення похідних, що більш ефективно долають гістогематичні барєри. Із використанням методів комп’ютерного 2D-моделювання та представлення молекулярних структур у вигляді чьотирьохатомних симплексів вперше запропоновано комп’ютерні моделі прогнозування нейродоступності сполук, розрахованої, як величина площі поверхні проникнення (logPS). Застосовуючи QSAR-моделі logBB проведено порівняльний аналіз прогнозованих значень Смозок/Скров. Визначено найвпливовіші показники фізико-хімічних властивостей на процес надходження молекул до головного мозку.

Встановлено, що вибір оптимального підсилювача проникності залежить від ліпофільності сполуки, що долає шкіряний бар’єр. Так, для ліпофільних сполук (феназепам, log P=3,0) проникність шкіри підвищується під впливом кислот та спиртів з вуглеводневим ланцюгом С11-С13, а для більш гідрофільних (клоназепам, log P=1,6) - спиртів, що містять від двох до п’яти атомів вуглецю. Сполуки з проміжніжним значенням ліпофільності (3-гідроксифеназепам, log P=2,1) можливе використання обох типів підсилювачів. У результаті хімічної модифікації отримано ряд естерів 3-гідроксифеназепаму та вищих аліфатичних кислот із підвищеною здатністю до крізьшкірного проникнення. Найбільшу активність проявив лауриловий естер 3-гідроксифеназепаму, пролонгована дія якого обумовлена високою величиною середнього часу утримання в організмі.
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