2.4.1

Обзор неклинической испытательной стратегии
Препарат Агнус кастус Пентаркан является комбинированным препаратом, состоящим из четырех отдельных средств: витекс обыкновенный Ø(Agnus castus Ø), медоносная пчела D3 (Apis mellifica D3), прострел D3 (Pulsatilla D3) и розмарин лекарственный D2 (Rosmarinus officinalis D2).
Для оценки гомеопатических лекарственных препаратов в целом следует учитывать некоторые особые аспекты. Гомеопатические лекарственные препараты не проходили доклинического испытания по следующим причинам. Гомеопатические средства не используются в качестве сырьевого материла, а, как правило, обычно усиливаются в действии, подразумевая поэтапное разбавление и встряхивание. Они преимущественно не воздействуют фармакологически, а особым гомеопатическим способом. Их механизм действия основывается на регулировании и стимулировании защитных механизмов организма, тем самым активируя его способности к самоисцелению.
Следовательно, нет необходимости в проведении для гомеопатических лекарственных средств классических исследований, направленных на определение сопряженных с дозой фармакологических действий, фармакокинетики, фармакодинамики и токсикологии.
2.4.2 

Фармакология
С учетом используемых активных ингредиентов, возможных терапий и интерпретации заболеваний, гомеопатия значительно отличается от традиционной медицины. Гомеопатия не стремится непосредственно воздействовать либо подавить симптомы, как к примеру преобладание в определенном соотношении вещество-рецептор и вещество-орган, а стремится к побуждению возможностей организма к самоисцелению. Эффективность гомеопатических средств основывается на реакции самого организма. Благодаря данным основополагающим аспектам и определенной производственной методике таких гомеопатических лекарственных препаратов как Агнус кастус Пентаркан, связанные со временем, измеримые или сопряженные с дозой фармакологические действия либо уровни концентрации в организме не считаются подходящими критериями для действия гомеопатических лекарственных препаратов.
Однако с целью безопасности для оценки возможных фармакологических действий исходного сырья отдельных компонентов препарата Агнус кастус Пентаркан в следующих главах приводится библиографическая информация.
2.4.2.1

Витекс обыкновенный (Agnus castus)
Vitex agnus castus, Chaste tree, Monk's pepper, Keuschlamm, Monchspfeffer
Исходный материал
Растительный препарат соответствует монографии Европейской фармакопеи о плоде витекса обыкновенного (1). Матричная тинктура изготовляется согласно Немецкой гомеопатической фармакопее/ Евр. Фарм., метод 4a из цельного, спелого, сухого плода вещества Vitex agnus castus L. (витекс обыкновенный), содержащего минимум 0,08% кастицина (2).
Основные компоненты исходного материала
До 2,0% летучего масла с борнилацетатом, 1,8-цинеол, лимонен, α-пинен и β-пинен в качестве первичных компонентов. Флавоноиды, иридоиды и дитерпены представляют основные группы вторичных компонентов, обнаруживаемых в плоде. Кастицин в концентрациях до 0,2% считается основным флавоноидом, при этом производные крисоспленетина, крисоспленола D, цинарозида, 5-нидрокси-3,4',6,7- тетраметоксифлавона, 6-гидроксикемпферола, изорхамнетина, лютеолина и лютеолина 6-C-глюкозида (изоориентина) являются другими составляющими данного класса. Компоненты дитерпена включают в себя витексилактон (0,001-0,004%), 6 β,7 β -диацетокси-13-гидроксилабда-8,14-диен, ротундифуран, а также витекслактам A (3).
Согласно Беру и др. (4) сухие зрелые плоды витекса обыкновенного содержат максимум 0,8-1,2 % летучего масла.
Витекс обыкновенный является растением семейства вербеновых, присущего средиземноморской Европе и Центральной Азии (5).
Терапевтическое применение
Витекс обыкновенный является общеизвестным растением, используемым согласно предписанию в гомеопатических рецептурах, а также в традиционных растительных лекарственных препаратах (3;6-9). Широкий диапазон терапевтического применения описан в традиционной медицине лекарственных трав. В монографии ВОЗ перечислены следующие терапевтические показания, обоснованные клиническими данными: Перорально для симптоматического лечения гинекологических нарушений, включая недостаточность желтых тел и гиперпролактинемию, предменструальный синдром, нарушения менструального процесса, циклическую мастальгию, а также лечение гормонально обусловленного акне. Кроме того, в настоящей монографии описаны применения, изложенные в других фармакопеях, а также в общепризнанных документах: перорально для лечения эндометриальной гиперплазии и вторичной аменореи; эндокриннозависимого дерматоза (дерматит дисменорейный симметричный (синдром Матценауэра - Полланда)), юношеских угрей, экземы, красных угрей, гиперменореи, бесплодия в результате гиперпролактинемии и недостаточности лютеиновой фазы. Вещество также используют для лечения фиброидных кист и бесплодия, прекращения выкидышей вследствие недостатка прогрестерона, для содействия изгнанию плаценты после рождения, а также в качестве способствующего пищеварению, седативного и антибактериального средства, а также для лечения приливов крови. В заключение, руководствуясь монографией, применения, описанные в традиционной медицине, являются применениями в качестве препарата, снижающего половое влечение, контрацептивна, стимулирующего менструацию средства, седативного средства и тоника (3).
Согласно проекту монографии ВОЗ о лекарственных растениях, в частности о плоде витекса обыкновенного, изданному Комитетом по растительным лекарственным препаратам (HMPC), он используется в качестве традиционного растительного лекарственного препарата для снятия второстепенных симптомов, присутствующих в дни перед менструацией (предменструальный синдром) (10).
Согласно Комитету D Германии вещество используется в контексте гомеопатической терапии для лечения сексуальных нарушений у мужчин, нарушения выделения молока у женщин, а также состояний нервной раздраженности (6).
Фармакодинамика
Эстрогенное действие
Обнаружено, что несколько экстрактов витекса обыкновенного связываются с рецептором эстрогена и обладают слабым эстрогенным действием, что дает основание предположить, что витекс обыкновенный также может воздействовать на баланс эстрогена/прогестерона. Кроме того, одно исследование в естественных условиях продемонстрировало, что лечение крыс после овариэктомии неопределенным экстрактом плода (доза не указана) повысило маточный рост, а также экспрессию внутриматочных уровней c-myc mRNA и уровней mRNA церулоплазмина в печени, что свидетельствует об эстрогенном воздействии. Согласно изоляции под контролем биопсии «эстрогенный» компонент из экстракта плода устанавливался в качестве линолевой кислоты, которая также связывалась с рецептором эстрогена a и рецептором эстрогена β. Кроме того, низкие концентрации экстракта либо линолевой кислоты (10 µг/мл) активирует экспрессию mRNA рецептора эстрогена β в гормонально-зависимом T47D рецептора эстрогена:клеточная линия A18, дальнейший показатель эстрогенной активности (3). И наоборот, не была обнаружена эстрогенная биоактивность в отношении метанольного экстракта витекса обыкновенного с использованием анализа связывания эстрогенного рецептора в генно-инженерной дрожжевой системе (7).
Воздействие на секрецию пролактина
В ряде концентраций от 0,41 до 3,3 мг/мл экстракт этанола плода (соотношение с этанолом 1:10, 62%) значительно ингибировал стимулируемую базальным и тиреотропным гормоном секрецию пролактина у культур гипофизных клеток крыс в искусственных условиях (p < 0,05). При концентрации в 3,3 мг/мл ингибирующее действие составило 80% для базальной секреции и 65% для стимулированной секреции. Данные результаты было подтверждены в другом исследовании, демонстрирующем значительное ингибирующее действе высвобождения пролактина из гипофизных клеток крыс с помощью экстракта в концентрациях 0,5 мг/мл для базальной секреции и 0,125 мг/мл для стимулированных секреций. Кроме того, после терапии экстрактом плода при концентрациях 460 µг/мл (p < 0,0003) для базальной секреции и 115 µг/мл для стимулированной секреции (p < 0,01) также наблюдалось ингибирование секреции пролактина из гипофизных клеток крыс. Ингибирующее действие экстракта плода на секрецию пролактина изучалось у крыс мужского пола. Внутривенное введение 53% экстракта этанола плода, содержащего 20 мг/мл водорастворимых компонентов значительно ингибировало обусловленную стрессом секрецию пролактина по сравнению с исходным уровнем (p < 0,05) (3).
Дофаминергическая активность
Обнаружено, что экстракты плода действуют в качестве агонистов допамина в искусственных и естественных  условиях. 80% экстракта этанола плода было связано с D2 дофамина и опиоидными рецепторами (подтип µ и k) с рядом средних ингибирующих концентраций в пределах 40 и 70 µг/мл. Два дитерпена, изолированные из гексановой фракции экстракта, ротундифурана и 6β,7β-диацетокси- 13-гидрокси-лабда-8,14-диен, обнаружили ингибирующие действия на рецептор D2 дофамина, связывающего со средней ингибирующей концентрацией 45 и 79 µг/мл, соответственно. Водная фракция экстракта метанола ингибировала высвобождение ацетилхолина зависимым от концентрации образом. Кроме того, антагонист рецептора D2, пиперон противодействовали действию экстракта, подразумевая дофаминергическое действие, опосредованное активацией рецептора D2. Обнаружено, что дитерпен лабданы, α- ацетокси-13-гидроксилабдадин, изолируемые из экстракта плода, переносят 125I-сульпирид из рекомбинатного человеческого рецептора D2, связывающего участки зависимым от дозы образом. Ротундифуран при концентрации в 100 µM значительно ингибировал секрецию пролактина из культивируемых гипофизных клеток крыс (p < 0,05). Кроме того, ротундифуран ингибировал обусловленный форксолином пролактин и секрецию циклического аденозинмонофосфата в гипофизных клетках крыс в случае добавления в среду при диапазоне концентрации в 10-100 µM. Дитерпены бициклического клеродана также изолировались из экстрактов плода и продемонстрировали активность, в 10 раз превышающую активность ротундифурана для ингибирующего синтеза циклического аденозинмонофосфата и высвобождение пролактина в клетках крыс, выделяющих пролактин со слюной, непосредственно связываясь с рецепторами D2. В мембранных препаратах из неостриатума крыс лиофилизованный 60% экстракт этанола плода при концентрации в 0,5 мг/мл перенес I-сульфирид из рецептора D2 дофамина, связывая участки зависимым от дозы образом. Экстракт плода, а также синтетический агонист дофамина (лизурид) значительно ингибировал стимулируемую гормоном базальную и тироидную высвобождаемую секрецию пролактина посредством гипофизных клеток крыс в искусственных условиях (3).
Холинергическая активность
Терапия стриарной ткани головного мозга крыс, предварительно инкубированного с помощью 3H-холина с ингибируемым экстрактом плода, электрически побудила высвобождение 3H-ацетилхолина со средней ингибиторной концентрацией в 30 µг/мл. Ингибиторное воздействие было понижено посредством коингубации тканей с помощью спироперидола. Атропин частично понизил ингибиторное действие экстракта плода, что свидетельствует о том, что экстракт также может воздействовать на холинергические рецепторы (3).
β-эндорфинноподобная активность
В исследованиях связывания с использованием 3H-налоксона в качестве лиганда к µ- и κ-опиатному рецептору и спиртовому экстракту витекса обыкновенного в качестве ингибитора были обнаружены IC50-значения ~30 и 20 µг/мл соответственно, в то время как связывание δ-рецептора (с использованием 3H-налринола в качестве лиганда) претерпело незначительное влияние (IC50 = 190 µг/мл). Особенно липофильная фракция оказывается ответственной за воздействие на µ- и κ-опиатный рецептор, в то время как водная растворимая фракция обнаружила сильное воздействие в отношении δ-рецептора. Плоды и обезжиренные плоды витекса обыкновенного извлекались с помощью метанола. Оба экстракта обнаружили значительные тропности с µ-опиатным рецептором. Удалось обнаружить, что тропность экстракта из обезжиренных плодов была выше. Стандартные человеческие меланоциты (R6-NHEM-2) инкубировались с различными концентрациями экстракта витекса обыкновенного (0,06, 0,13 и 0,25%) в течение 10 дней. Выработка меланина меланоцитов увеличилась на 0, 12 и 47%, соответственно. Ввиду того , что β-эндорфин присоединяется к регулированию пигментации, это рассматривалось как β-эндорфиноподобная активность (7).
Прочие воздействия
Другие воздействия описаны Россом (11), к примеру, активность против акне. Антибактериальная активность эфирных масел плода наблюдалась на агаровой пластинке, на кишечной палочке и золотистом стафилококке. Данные воздействия соответствуют обнаружениям Кивкак и др. (12), демонстрирующим антибактериальное воздействие на различные бактериальные штаммы. Кроме того описывалась противогрибковая активность, частично противодрожжевая активность, ингибированные высвобождения FSH, стимуляция высвобождения LH, лютеотропное воздействие, а также прогестагенное воздействие (11). Несколькими авторами сообщались на раковые клеточные ряды в искусственных условиях. Указанные воздействия описаны в главе 2.4.
Фармакология безопасности
Как правило витекс обыкновенный хорошо переносится при приеме рекомендованной для человека дозы.Во время проведения порядка 40 клинических исследований в течение периодов, составляющих 3 месяца и более, около 8000 женщин принимали суточные дозы препаратов витекса обыкновенного, что соответствовало 40-240 мг лекарственного сырья (13).
При систематическом обзоре побочных явлений Дэниэля и др. (14) наиболее часто встречаемыми явлениями, регистрируемыми во время клинических испытаний, были тошнота, расстройства желудка, головная боль, диарея и акне. Анкетное обследование по использованию витекса обыкновенного практикующими специалистами медицины на основе лекарственных трав, подразумевало, что побочные явления, вызванные терапией препаратами, содержащими вещество, были в основном незначительными. В случаях, когда препараты витекса обыкновенного предназначались для регулирования таких серьезных явлений как выкидыш или синдром Стивена-Джонсона, не доставало информации для установления определенной обусловленности.
Лоев и др. (15) исследовал переносимость витекса обыкновенного зависимым от дозы образом. 20 добровольцев мужского пола ежедневно на протяжении 14 дней, которые сопровождались периодами вымывания, составляющими 7 дней, принимали внутрь капсулы, содержащие сухой экстракт витекса обыкновенного, уровни дозировок при этом составляли 120 мг, 240 мг, а также 480 мг лекарственного сырья. Общая субъективная переносимость была оценена как хорошая. Жалобы неспецифического характера от легкой до умеренной выраженности (к примеру, головная боль, усталость) регистрировались в частности при приеме более высоких доз, но они оказались зависимыми от дозировки и множество из них не удалось однозначно приписать терапии.
Фармакодинамические лекарственные взаимодействия
Витекс обыкновенный содержит эстрогенные соединения, но не понятно, являются ли воздействия данных компонентов добавочными или антагонистическими по отношению к эстрогенам и эстрогенным антагонистам (к примеру, тамоксифен) (16). Хоть и гипотетически, Бринкер (17) отметил возможные взаимодействия с эффективностью пероральных противозачаточных средств, препаратов прогрестерона либо гормонозаместительной терапии благодаря ее гормонорегулирующей активности.
Помимо этого, Артц (18) обсудил возможность уменьшения дофаминергической активности вещества при использовании антагонистов дофаминового рецептора (к примеру, галоперидол). Точно также, ввиду того, что витекс обыкновенный ингибирует секрецию пролактина посредством воздействия дофаминомиметических препаратов, могут возникать лекарственные взаимодействия с семейством D2 агонистов дофаминовых рецепторов (бромокриптин, перголид, прамипексол, ропинирол, цеберголин) (18).
2.4.2.2

Медоносная пчела (Apis mellifica)
Honey bee, Honigbiene
Исходный материал
Живые медоносные пчелы соответствуют монографии Европейской фармакопеи о медоносных пчелах для гомеопатических препаратов (19). Матричная тинктура изготовляется из живых рабочих медоносных пчел (Apis mellifera L.) (20).
Основные компоненты исходного материала
Токсические компоненты пчел расположены в их мешочке с ядом, который у хорошо развитых рабочих пчел содержит около 2 µл яда (приблизительно 2 мг). Рабочие пчелы сами по себе весят в среднем 90 мг (21). Пчелиный яд обладает содержанием воды в размере 64-88%. Высушенный яд состоит со следующих пептидных токсинов (полипептидов): 45-50% мелитина, 1-3% апамина, 1-3% MCD-пептида (мастоцидный дегранулированный пептид, пептид 401), 0,5-2,0% секапина, 0,1% тертиапина, 1-2% гистаминовых пептидов, а также мелитин F (фрагмент мелитина) и кардиопеп. Кроме того, в пчелином яде присутствуют непосредственно вызывающие боль амины - допамин (0,2-1,0%), норадреналин (0,1-0,5%) серотонин (0,00025%) и гистамин (0,5-2,5%), энзимы гиалуронидаза (1-3%), фосфолипаза A2 (10-12%), кислая фосфатаза (<1%) и ингибитор протеазы (1%) , а также 4-8% феромонов тревоги (ароматные вещества, высвобождающиеся с укосом пчелы либо в случае, когда пчела стимулирует других животных к укусу) (22-24).
Яд различных видов пчел обладает одинаковыми компонентами, с незначительными отличиями в концентрациях (25).
Медоносные пчелы являются социальными насекомыми, образовывающими большие семьи. Они присущи Европе, Западной Азии и Африке, и акклиматизировались и сейчас имеют всемирное распространение. Пчелиная матка и рабочие пчелы обладают жалящим аппаратом, содержащим пчелиный яд (22).
Многочисленные фармакологически интересные соединения яда медоносной пчелы (Apis mellifica L.) являются токсическими пептидами и ферментными протеинами, и, в меньшей мере, веществами небелкового происхождения (преимущественно амины) (24).
Фармакологическое действие пчелиного яда у млекопитающих может без труда наблюдаться посредством местной воспалительной реакции, вызванной пчелиным укусом. Элемент мелитин является пептидным токсином от 26 аминокислот, и среди других вещей, он ответственен за боль, которую вызывает яд. Он внедряется в клеточные мембраны в качестве тетрамеров, таким образом, образовывая поры, через которые могут распространяться ионы (ионофорное действие). Болевые рецепторы в коже являются нервными волокнами в миелиновой оболочке, реагирующие на многие виды воздействий. Тетрамеры мелитина посредством образования пор образует там ухудшение потенциала покоя и, следовательно, быструю деполяризацию нервного волокна, вызывающего боль (22;25).
К тому же, мелитин изменяет активность систем мембраносвязанных ферментов, к примеру, фосфолипаза A2 и протеиназа C, и понижает высвобождение различных медиаторов, среди которых – серотонин и гистамин (25).
Фармакодинамика
Мелитин, основной пептидный компонент пчелиного яда, обладает противовоспалительными и противоартритными свойствами, а его ингибирующее воздействие на ядерный фактор каппа-В может быть существенным для действия пчелиного яда. Его противоболевые действия были также продемонстрированы в термальных, висцеральных и воспалительных болевых моделях. Терапия возбуждением акупунктурной точки (апипунктура) в подкожную область может быть важным фактором для противоболевых действий, оказываемых пчелиным ядом. Предполагаются такие множественные механизмы как активация центрального и спинного опиоидного рецептора, а также альфа- адренергическая активность, а также активация снижающего серотонинергического пути. Также сообщалось, что у некоторых ноцицептивных моделей возможным механизмом является ингибирование апипунктурой пчелиного яда c-Fos экспрессии в спинном мозге (26).
Исследование испытало гомеопатическое лечение, предназначенное для рожениц, не способных либо не желающих кормить грудью. Выбрано соединение медоносной пчелы 9 CH и бриония 9 CH благодаря его противовоспалительным и анальгетическим действиям. 71 пациента были задействованы в плацебо-контролируемом исследовании двойным слепым методом. Все получали основную терапию, включающую напроксен и ограничение приема жидкости. Наблюдалось значительное облегчение боли, связанной с лактацией (основной критерий исследования) у рожениц, проходивших лечение гомеопатией (p<0.02 на D2 на p<0.01 на D4). Аналогичный эффект (p<0.05 на D4) наблюдался для напряжения груди и спонтанному выделению молока. Не наблюдалось значительного отличия для других критериев исследования. Поэтому исследуемое гомеопатическое сочетание было эффективным при воздействии на боль при лактации и предлагалось для интеграции в терапевтическое медицинское обеспечение (27).
Разбавления пчелы медоносной (полученные из всей пчелы) и пчелиного яда (полученного из пчелиного яда) классически применяются в гомеопатии в случае возникновения таких симптомов воспаления как эдема, эритема и зуд (Lewis triad). Используя метод изучения эволюции обусловленной УФ-излучением эритемы у морской свинки, авторы отмечают, что следующие разведения пчелы медоносной 7 CH(10(-14)), 9 CH(10(-18)) и пчелиного яда 5 CH(10(-10)), 7 CH(10(-14)), 9 CH(10(- 18)) вызывают воздействие на экспериментальную эритему. Результаты являются статистически значащими для разбавлений на 48-ой час после облучения (28).
Мелитин и апидаэцины обнаруживают противомикробный потенциал против ряда человеческих патогенных бактерий и вирусов, включающих грамотрицательные виды сальмонеллы, эшерихии, псевдомонаса, шигеллы (29-31). В подтоксических концентрациях с ID50 в размере 0,9-1,5 µM, мелитин ингибирует ассоциируемую с клетками репликацию HIV-1, подавляя экспрессию генов (32).
Кроме того, мелитин ингибирует противоопухолевую активность вызванных опухолью клеточных линий посредством нескольких таких молекулярных механизмов как апоптоз и ослабленный метастаз опухолевых клеток, а также ингибирование ангиогенеза.
Фосфолипаза A2, являющаяся наиболее важным ферментом пчелиного яда, гидролизует фосфолипиды и совместно с мелитином вызывает гемолиз эритроцитов. Оба элемента демонстрируют противокоагулирующие свойства при проведении экспериментов на крови кролика в пробирке (25;33;34).
Гиалуронидаза служит в качестве «фактора распространения». Фермент катализирует гидролитическую деструкцию высоковязкостной гиалуроновой кислоты, присутствующей в основном межуточном веществе соединительной ткани. Это делает структуру соединительной ткани более пористой, при этом возможна свободная диффузия токсических веществ в яде (25).
Кислая фосфатаза, составляющая приблизительно 1% сухого пчелиного яда, обладает активностью кислотной фосфомоноэстеразы. Другие ферменты, присутствующие в значительных количествах, являются α-D- глюкозидазой (0,6%), вероятно ассоциируемой с ферментных комплексом, преобразовывающим нектар в мед, и лисофосфолипазой с фосфолипазной активностью B, вероятно увеличивающей эффективность фосфолипазы A2 (25).
Апамин и мастоцитный дегранулированный пептид (пептид MCD) являются ультраосновными, нейротоксическими пептидами, блокирующими калиевые каналы, тем самым воздействуя на поляризационные процессы в клеточных мембранах. Апамин преимущественно активен в центральной нервной системе, так как он проходит через гематоэнцефалический барьер и вызывает повышенную двигательную активность и спазмы. Благодаря своей высокой активности MCD-пептид высвобождает гистамин из гранул мастоцитов и таким образом вызывает местную воспалительную реакцию (22;25).
Противоревматические воздействия регистрировались у модели крыс. Пчелиный яд (0,8 и 1,6 µг/кг) понизил эффективность вызванного карагенаном и адъювантного артрита у крыс. Данный понижающий эффект согласовывался с ингибирующим действием пчелиного яда (0,5, 1, и 5 µг/мл) и мелитина (5 и 10 µг/мл) на вызванную липополисахаридом (LPS; 1 µг/мл) экспрессию циклооксигеназы 2, цитозольную фосфолипазу A(2), индуцибельную синтазуоксида азота, выработку PGE(2) и NO, а также на внутриклеточный уровень кальция. Пчелиный яд и мелитин непосредственно связываются с p50 подгруппой ядерного фактора каппа-В (35).
Пчелиный яд (BV) используется в традиционной восточной медицине для облегчения боли и снижения воспаления, в частности в случае таких хронических воспалительных заболеваний как ревматоидный артрит. Ранее сообщалось о том, что введение пчелиного яда в традиционную акупунктурную точку уменьшило ассоциируемую с артритом эдему и ноцицептивные реакции при артрите крыс, обусловленном адъювантом Фрейда. Обнаружено, что подкожная терапия пчелиным ядом (1 мг/кг в день) существенно ингибирует эдему лап, вызванную введением адъюванта Фрейда. Кроме того, терапия пчелиным ядом значительно понизила спровоцированные артритом болезненные состояния (то есть болевые показатели для механической и термической гиперальгезии). Указанные противоболевые/противовоспалительные действия пчелиного яда наблюдались от 12 дней до 21 день после терапии пчелиным медом (36).
Дальнейшее исследование предназначалось для оценки противовоспалительного и антицитокинового действия пчелиного яда на модель артрита(CIA (коллаген-индуцированный артрит), вызванную коллагеном крыс типа II. Мышей мужского пола иммунизировали спонтанным введением 100 µг эмульсии коллагена II типа жвачного животного, а также полного адъюванта Фрейда (CFA) с последующей принудительной инъекцией через 2 недели. В экспериментальной группе акупунктурную точку (Зусанли) возле обеих колен дважды в неделю вводилось 0,1 мл пчелиного яда, что в целом составило 5 раз. В контрольной группе физраствор вводился с той же частотностью. Указанные инъекции вводились через 5 недель послей первой инъекции коллагена. Заболеваемость артритом, средний артритный показатель и количество конечностей с артритом были значительнее ниже у терапевтической группы по сравнению с контрольной группой (63% против 75%, 3,4% против 8,5%, 23% против 75%, соответственно). Среди противовоспалительных цитокинов сыворотки выработка TNF-α подавлялась в группе с применением пчелиного яда в сравнении с контрольной группой (59 +/- 4,5 против 99,5 +/- 6,5, p < 0,05), а IL-1 бета не подавлялась. Изучение гистопатологии соединений коллаген-индуцированного артрита у крыс снизило симптомы воспаления и привело к менее интенсивной фильтрации после акупунктурой терапии пчелиным ядом. Акупунктурная терапия пчелиным ядом остановила развитие артрита и вызвала ингибирование иммунологических реакций при артрите, вызванном коллагеном типа II (37).
Более того, исследование изучило воздействие пчелиного яда на острый панкреатит у крыс (ОП), спровоцированный октапептидом холецистокинина (CCK-8). Группа предварительной терапии пчелиным ядом: 0,25 мг/кг пчелиного яда вводилось подкожно, после чего происходило подкожное введение 75 µг/кг веществаCCK-8 трижды в сутки через 1, 3 и 5 часов. Вся указанная процедура повторялась в течение 5 дней. Контрольная группа: CCK-8 подкожно трижды в сутки через 1, 3 и 5 часов в течение 5 дней. Группа, принимающая пчелиный яд после проведения терапии: CCK-8 подкожно трижды в сутки с интервалом в 2 часа в течение 3 дней, после чего подкожно вводилось 0,25 мг/кг пчелиного яда. Контрольная группа: CCK-8 подкожно трижды в сутки с интервалом в 2 часа в течение 3 дней. Предварительное лечение и последующее лечение пчелиным ядом улучшило множество исследованных лабораторных параметров (показатель панкреатическая массы [ПМ]/массы тела [МТ], амилазы сыворотки и активности липазы) и понизило гистологические повреждения в поджелудочной железе. Более того, предварительное лечение с помощью пчелиного яда понизило выработку фактора некроза опухолей-альфа, интерлейкин 1, и интерлейкин 6, а также понизило связывающую активность панкреатического ядерного фактора каппа B по сравнению с группой, принимающей соляной раствор, для модели острого панкреатина. Указанные обнаружения предполагают, что противовоспалительное воздействие пчелиного яда в случае острого панкреатита, индуцированного CCK-8, опосредовано связывающей активностью ингибирующего ядерного фактора-каппа, а также то, что пчелиный яд может обладать защитным действием против острого панкреатита (38).
Исследование радиозащитных свойств яда медоносной пчелы Apis mellifera проводилось на модели костного мозга лучевой болезни крыс. Оно обнаружило, что после повторных приемов низких доз яд производил радиозащитные действия. Установлено, что состояние радиорезистентности сохраняется в течение 4 недель после прекращения приема яда (39).
Фармакология безопасности
Предполагается, что пчелиный яд может быть эффективным средством при лечении пациентов, страдающих множественным склерозом (МС). Исследование проводилось с целью оценки безопасности экстракта пчелиного яда в качестве возможного лечения пациентов, имеющих прогрессивные формы множественного склероза. В целом девять не имеющих аллергии к пчелиному яду пациентов, страдающих прогрессивными формами множественного склероза, в возрасте 21-55 лет, с отсутствием других заболеваний, были распределены в четыре группы (A, B, C, и D) структурированной 1-годичной схемы иммунизации. Не смотря на то, что ни у одного из девяти субъектов не наблюдалось каких-либо побочных аллергических реакций, четверо пережили ухудшение неврологических симптомов, требующих прекращения исследования; их нельзя считать побочными явлениями терапии. Среди оставшихся пяти субъектов трое почувствовали, что терапия имела субъективное уменьшение интенсивности симптомов, а двое обнаружили объективное улучшение. Данное предварительное изучение предполагало безопасность, но на основании небольших количеств исследованных, отсутствовали определенные выводы касательно эффективности использования яда медоносной пчелы при лечении множественного склероза (40).
Внутри проспективного группового исследования пяти практикующих отоларингологов, традиционная терапия острого среднего отита у детей сравнивалась с гомеопатическими лечениями. Группа A (103 детей) первоначально проходила лечение отдельными гомеопатическими средствами, включающими пчелу медоносную. Группа B (28 детей) проходила лечение противоотечными каплями для носа, антибиотиками, муколитиками и/либо антипиретиками. Сравнения производились на основании симптомов, физических показателей, продолжительности терапии и количества обострений. Дети исследования находились в возрасте от 1 до 11 лет. Отличие в числах объяснялось детьми, страдающими отитом среднего уха, которые предварительно лечились педиатрами с использованием методов традиционной медицины. Средняя продолжительность боли в группе A составила 2 дня, а в группе B - 3 дня. Средняя терапия в группе А продолжалась 4 дня, а в группе B - 10 дней. Антибиотики принимались в течение периода в 8-10 дней, в то время как гомеопатические лечения прекращались после исцеления. В группе A 70,7% пациентов не имели рецидивов в течение 1 года, а 29,3% имели максимум три рецидива. В группе B 56,5% не имели рецидивов, а 43,5% - максимум шесть рецидивов. Пятеро детей группы A принимали антибиотики, а 98 исключительно поддавались гомеопатическому лечению. Не обнаруживалось побочных явлений ни в одной из групп (41).
В рандомизированном плацебоконтролируемом исследовании двойным слепым методом пациенты с множественными местными реакциями имели чувствительность лишь к медоносной пчеле. После исходной симптоматики укуса их рандомизировали либо для сублингвальнойиммунотерапии либо в плацебо-группы на период в 6 месяцев. В активной группе среднее значение пикового максимального диаметра многочисленных местных реакций уменьшилось с 20,5 до 8,5 см (p = 0,014), при этом в плацебо-группе не наблюдалось изменений (23,0 против 20,5 см, p = не значительно). Диаметр был уменьшен более чем на 50% у 57% пациентов. Один случай распространенной крапивницы произошел у пациента, проходившего лечение с плацебо после появления признаков укуса. Не сообщалось о побочных явлениях, вызванных лечением. Сублингвальная иммунотерапия медоносной пчелой значительно понизила коэффициент распространенных местных реакций, а его профиль безопасности был хорошим (42).
Фармакодинамические лекарственные взаимодействия
В исследовании с использованием кардиомиоцитов из зародышей мышей, клетки защищались в отношении вызванного мелитином увеличения Ca2+ при предварительном лечении бепридилом, ингибитором обмена Na+-Ca2+, а не такими блокаторами каналов Ca2+как верапамил. Данные наблюдения предполагают, что вызванное мелитином повышение Ca2+ при внеклеточном поступлении Ca2+ через относящуюся к сарколемме систему обмена Na+-Ca2+ (43).
Такие антагонисты кальмодулина как мелитин могут увеличить летальность блеомицина до некоторых, но не всех человеческих опухолевых клеток, а доброкачественные гематологические человеческие клетки также могут попасть под воздействие такого сочетания. 1-часовое воздействие нетоксическими концентрациями мелитина (0,5 µM) увеличило летальность блеомицина по отношению к человеческим клеткам карциномы яичника (SK-OV) (44).
Усиленный анальгетический эффект производился сочетанием интратекального (i.t.) приема клонидина, а апипунктура с разведенным пчелиным ядом (DBV) полностью блокировалась предварительным лечением антагонистом альфа(2)-адреноцептором. Авторы пришли к заключению, что апипунктура разведенного пчелиного яда значительно увеличивает вызванную клонидином анальгезию, а также предполагают, что сочетание низкодозированного клонидина с лечением акупунктурой представляет новейшую стратегию для устранения боли, которая способна исключить побочные явления клонидина (45).
2.4.2.3

Прострел (Pulsatilla)
Исходный материал
Целые свежие цветущие растения Pulsatillapratensis (L.) Mill. Матричную тинктуру изготовляют согласно Немецкой гомеопатической фармакопее/Евр. фарм., метод 3a (46).
Основные компоненты исходного материала
Лактоны: ранункулин, лактонный глюкозид присутствует у неповрежденных, свежих растений. В случае дробления растений протоанемомин агликона высвобождается под воздействием ферментов. Протоанемонин, ~ 1% (~ 2,8% в качестве ранункулина), может быть получен посредством перегонки водяным паром, но он является неустойчивым и димеризовывается спонтанным образом, медленно в воде и быстро в случае изоляции, образовывая анемонин, анемонинную кислоту и анемонную кислоту. В случае сушки растение не способно к образованию протоанемонина. Другие компоненты растения включают тритерпеновые сапонины (0,2-0,75%) с β- ситостеролом, стигмастеролом либо гедерагенином в качестве агликона , таннинов, эфирного масла, хелидоновых и янтарных кислот (в качестве кальциевых солей), флавоноидов и глюкозы. Глюкозиды дельфинидина и пеларгонидина также встречаются у цветов (5;47-49).
Прострел, член семейства лютиковых растений, является многолетним травянистым растением, вырастающим до высоты, составляющей от 7 до 50 см, которое происходит из юго-западной Европы и в настоящее время также растет в центральной и восточной Европе. Растение является ядовитым (5).
Терапевтическое применение
Традиционно считают, что прострел полезен для оталгий, болезненных спазматических нарушений репродуктивной системы мужчин и женщин, нервных, циркуляторных, а также гинекологических нарушений в качестве мочегонного, менструального стимулятора, отхаркивающего, успокаивающего и анальгетического средства. Он также применяется для лечения невралгии, мигрени, общего беспокойства, а также таких внутренних состояний глаза как ирит, склерит, катаракта и глаукома (5;48;49) .
Его применение в гомеопатической медицине колеблется от кашля и простуд до расстройств пищеварения и таких гинекологических нарушений как нарушения менструации всех видов, воспаления и нарушения функции женских генитальных органов, а также как патологические отклонения во время беременности и лактации, инсомния, головная боль, корь, эпидемический паротит и депрессивные состояния (5;48-50).
Фармакодинамика
При проведении экспериментов над животными, применение протоанемонина приводит сначала к раздражению, а затем к параличу центральной нервной системы (48).
Применение спиртового экстракта Anemone pulsatilla в объеме 600 мл продемонстрировало полное замедление самопроизвольной активности отдельных гладких мышц тонких кишок кролика. Это замедление является обратимым и зависимым от дозы (51).
Внутрибрюшинное введение протоанемонина и анемонина (каждого по 10 и 20 мг на 1 кг веса тела) привело к ослаблению лихорадки, наблюдаемой у крыс, спровоцированной дрожжевыми грибками. Результаты продемонстрировали то, что анемонин является более сильнодействующим жаропонижающим средством, нежели протоанемонин. Действие жаропонижающего средства было ослаблено вследствие употребления галоперидола, но оно не было видоизменено вследствие употребления атропина или метисергида (52).
Внутрибрюшинное введение протоанемонина и анемонина (каждого по 20 и 40 мг на 1 кг веса тела) продемонстрировало тормозящий эффект двигательной активности мышей. Оба составных элемента проявляют сомногенную активность, но оказалось, что протоанемонин является более сильнодействующим, нежели анемонин (52).
Протоанемонин демонстрирует всеобъемлющую антимикробную активность, направленную против бактерий и грибков. Минимальные тормозящие концентрации (МТК) для дрожжевых грибков и дерматофитов, исследованных Маресом и др. (53), находились в пределах от 0,2 до 0,75 µM, а минимальные летальные концентрации (МЛК) от 0,38 до > 1,0 µM. Наиболее чувствительным исследованным дерматофитом оказался эпидермофитонфлоккосум, а наиболее чувствительным дрожжевым грибком - родоторула глутинис. Лечение дрожжевого грибка посредством микстуры, приготовленной из протоанемонин-цистеина, значительно ослабило рост тормозящей активности протоанемонина. Применение протоанемонина в концентрации, равной 0,2 µM, приводит к полному торможению роста, но в случае добавления цистеина в концентрации, равные0.1 µM, рост увеличивается до значения 72,3%, по сравнению с контрольной группой, рост которой достигает 100%-ного значения. Авторы предполагают, что протоанемонин может вступать в реакцию с SH-группами. Подобное взаимодействие уже ранее предлагалось Тимманом и Боннером (54); оно продемонстрировало тот факт, что влияние присущего протоанемонину тормозящего эффекта на рост авены колеоптилы было не допущено благодаря добавлению димеркаптопропанола. Поскольку несколько основных регуляторных фермента, таких как ДНК-полимеразы, фосфофруктокиназы и микротубулярные белки митотического аппарата, содержат выделенные SH-группы, способные быть чувствительными к взаимодействию с данным типом вещества, то Марис и др. (53) выдвинул гипотезу о том, что тормозящее действие протоанемонина на рост возникает вследствие инактивации фермента, содержащих сульфгидрил, необходимый для клеточного деления.
Мартин с соавторами провел еще одну серию экспериментов (55). Минимальные тормозящие концентрации для сенной палочки Bacillus subtilis во время проведения таких экспериментов составляли 10 µг/мл и 15 µг/мл для кишечной палочки, пекарских дрожжей, кандиды белой, грибка Yarrowia lipolytica и аспергиллус нигера. Протоанемонин также задерживает рост других бактерий, таких как золотистый стафилококк и синегнойная палочка «псевдомонас аэругиноза». Синтез рибонуклеиновой кислоты (РНК) при смешивании 6- H-урацил в РНК, в контрольной культуре происходил нормально, в то время как протоанемонин по истечении 30 минут инкубации вызвал полное замедление всех тестируемых дрожжевых штаммов. Установлено, что синтез белка продолжался на протяжении, как минимум, 120 минут, хотя и более медленным темпом, чем синтез контрольных образцов. Таким образом, авторы дают основание предполагать, что РНК является первоочередным объектом для действия протоанемонина. Анемонин не проявляет противогрибковой активности (55), по крайней мере, вплоть до концентраций, равных 50 µг/мл.
Тормозящая активность протоанемонина и анемонина, изолированных от ранункулюс скелератус, значительно варьировалась в пользу различных испытуемых грибков. Анемонин оказал воздействие на полное торможение роста только при использовании раствора, концентрация которого равнялась 1:100, в то время как протоанемонин был все еще активен при концентрации, равной 1:10,000 (56).
Экстракты растения Pulsatilla chinensis Rege на протяжении многих лет использовались в традиционной китайской медицине для лечения кишечных заболеваний. Анемонин был идентифицирован как один из главных компонентов, ответственных за противовоспалительное действие, характерное данному растению; лежащий в основе механизм действия был исследован Дуаном и др. (57). В первичных культурах крысиных кишечных капиллярных эндотелиоцитах (RIMECs), анемонин, изолированный от пульсатилла чиненсис, значительно затормозил выработку окиси азота (NO) и эндотелина-1 (ET-1), вызванную липополисахаридом (LPS) при концентрации, равной 5 µг/мл. При концентрации, равной 10 µг/мл анемонин подавил растворимый фактор межклеточной адгезии (sICAM), индуцированный липополисахаридом (LPS) (57).
В человеческих меланоцитах, анемонин продемонстрировал и временное, и дозозависимое торможение (IC50 43.5 µM) активности тирозиназы (TYR). Биосинтез энзимов TYR и TRP, TRP1 и TRP2 замедлился в меланоцитах, обрабатываемых анемонином. В дополнение к вышесказанному, анемонин замедляет синтез посредством торможения биосинтеза mRNAs для микрофтальмии-ассоциированного транскрипционного фактора (MITF) (транскрипционного фактора, направленного против потока), TYR, TYRP1 и TYRP2 (закодированные белки меланосомы). Таким образом, анемонин можно рассматривать в качестве препарата, пригодного для использования в косметических целях (58).
Фармакология безопасности

Данные отсутствуют.
Фармакодинамические лекарственные взаимодействия
Отсутствуют какие-либо документально подтвержденные данные. Тем не менее, следует изучать потенциальную возможность прострела взаимодействовать с другими препаратами, применяемыми параллельно, особенно с теми, которым свойственны подобные или противоположные эффекты. Существует ограниченное доказательство, полученное в результате доклинических исследований, того, что составляющие элементы прострела (например, анемонин) обладают болеутоляющим действием. Клиническая значимость данной информации не известна (59).
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2.4.4.2 
Медоносная пчела D3 (Apis mellifica D3)

Одна таблетка препарата Агнус кастус Пентаркан (250 мг) содержит 25 мг тритурации медоносной пчелы D3, которая соответствует окончательному раствору в пропорции 1:10000 исходного материала, и которая по содержанию активности равняется D4. В результате проведения оценки пчелы медоносной экспертной комиссией управления по контролю над оборотом лекарственных средств Германии (комитет D) было установлено, что, в основном, все составы действующих веществ являются безопасными, включая матричную тинктуру (эквивалент D1). Пациентам с повышенной чувствительностью к пчелиному яду не следует перорально принимать активности (до уровня D4), и парентерально – активности до уровня D7. Фармакопейная статья не содержит каких-либо дополнительных ограничений касательно их употребления (103). 
В гомеопатической фармакопеи Соединенных Штатов Америки уровень лекарственных препаратов, отпускаемых без рецепта, для медоносной пчелы является матричной тинктурой (значение наиболее концентрированного гомеопатического препарата, который может продаваться без рецепта) (104).
Не проводилось каких-либо специальных токсикологических исследований с использованием медоносной пчелы в гомеопатических препаратах. Для проведения оценки возможных токсикологических эффектов, основанной на библиографических данных, были изучены стандартные справочные документы в части, касающейся токсикологических свойств исходного материала. Кроме того, проводилось исследование печатных материалов нескольких баз данных. Используемыми ключевыми словами явились термины: Apis mellifica, Apis mellifera, пчелиный яд, медоносная пчела, Apisium, Apisinum, Apis, Mellitin, объединенные с несколькими ключевыми словами, определяющими токсичность (смотрите приложение I).
Основные токсические компоненты пчел находятся в их мешочке с ядом, в котором содержится (у полностью развитой рабочей пчелы) около 2 µl яда (примерно 2 мг). Вес самих рабочих пчел равен в среднем 90 мг (21). Таким образом, вес мешочка с ядом составляет лишь 2,2% от веса тельца пчелы. Основная составляющая пчелиного яда – мелитин. 

Токсичность одноразовой дозы
Что касается токсичности пчелиного яда, следует отметить отличие между аллергическими и токсическими реакциями. Единичный укус, как правило, вызывает локальную болезненную реакцию, которая характеризуется классическими воспалительными симптомами. В зависимости от возраста, телосложения и адаптации (пчеловод!), здоровые люди могут легко выдержать 50 пчелиных укусов без получения осложнений. Но если пчелиный яд войдет очень быстро в кровяное русло, то даже 1 укус может стать смертельным. Укусы в области ротовой полости и горла являются опасными, потому что существует смертельный риск по причине асфиксии вследствие заложенности дыхательных путей. После получения нескольких сотен укусов, симптомы общего отравления становятся заметными, их наличие может привести к смертельному исходу только лишь в редких экстремальных случаях. Вместе с тем, первичными симптомами являются первоначальная головная боль, тошнота, отекшие суставы, аллергическая сыпь, отеки, усталость, головокружение, спазмы, рвота, жар и потеря сознания. Выброс гистамина, возникший внутри организма, приводит к невоздержанности. Некоторые типы системных повреждений, в конечном счете, представляют собой гемолиз, острый некроз скелетных мышц и острую почечную недостаточность. Смерть после получения большого количества пчелиных укусов, происходит, в основном, в результате острой почечной недостаточности или осложнений, связанных с сердечной деятельностью. Но большая часть смертей, наступившая после пчелиных укусов, происходит вследствие анафилактического шока (22;105).
Объем яда, который выпускается в организм при осуществлении укуса, значительно варьируется, но, в основном, он находится в пределах между 0,05 и 2,5 µl. Содержание белка, полученного при укусе, достигает в среднем 59 ± 7 пикограмм, около 40-50% которого является мелитином (22;106).
Было отмечено, что показатель LD50 пчелиного яда для мышей должен равняться 3 мг на 1 кг веса тела (105) или около 2 мг на 1 кг (внутривенно) (24).
В базе данных Реестра токсического воздействия химических веществ (RTECS) для разных видов представлен ряд значений 50%-ной летальной дозы (LD50) для пчелиного яда медоносной пчелы:

	Виды
	Прием
	LD50

	Мышь
	подкожно
	18,3 мг на 1 кг веса тела 

	
	внутрибрюшинно
	3 мг на 1 кг веса тела

	
	внутривенно
	3 мг на 1 кг веса тела

	
	парентерально
	3,5 мг на 1 кг веса тела

	Морская свинка
	внутрибрюшинно
	2,75 мг на 1 кг веса тела

	Крыса
	внутрибрюшинно
	7,5 мг на 1 кг веса тела

	
	подкожно
	31,5 мг на 1 кг веса тела


У животных целостный пчелиный яд при концентрации 20 µг/крыса (для веса тела равного от 360 до 490 грамм) стал причиной электрокардиографических изменений. Яд медоносной пчелы вызвал неправильное функционирование сердечнососудистой системы при использовании культурных кардиомиоцитов из мышиных зародышей. Среди составных компонентов яда лишь мелитин был причиной возникновения сократительных эффектов и изменений в строении тела; другие пептиды, такие как апамин и мастпаран, энзимы, такие как фосфолипаза A2 и составные элементы низкомолекулярного веса, такие как гистамин и допамин, не приводили к таким последствиям. Лечение с использованием 4,5 µг/мл мелитина, что составляет около половины объема мелитина, равного примерно половине веса сухого яда, привело к возникновению таких же кардиотоксических эффектов, как и лечение с употреблением 9,0 µг/мл всего объема яда; такими эффектами явились транзиторный рост активности пульсационной скорости, самопризвольно увеличивающийся, затем снижение, затем прекращение пульсации, и в итоге структурная дегенерация. Тем не менее, кардиомиоциты зрелых особей могут быть более устойчивыми к мелитину, нежели кардиомициты эмбрионов (43). 
После осуществления перфузии с использованием различных концентраций пчелиного яда посредством электрографического исследования проводился мониторинг основных токсических воздействий на сердце жабы, изолированного от тела, результаты данного исследования представлены как снижение частоты сердечных сокращений (ЧСС), сопровождаемое продолжением интервала P-R. Также было замечено постепенное и прогрессирующее повышение амплитуды колебания релеевской волны. По истечении 5-30 минут после случая интоксикации, обусловленной укусом пчелы и попаданием пчелиного яда внутрь организма, наблюдались несколько электрокардиографических изменений (107). 
Наличие мелитина в яде играет роль в большей части эффектов вследствие высокого его содержания в пчелином яде (до 50%) и вследствие различных его воздействий; его 50%-ная летальная доза (LD50) для организма мыши составляет 3,5 мг на 1 кг веса (внутривенно) (23).
В базе данных Реестра токсического воздействия химических веществ (RTECS) приведен ряд значений 50%-ной летальной дозы (LD50) мелитина для различных видов:
	Виды
	Прием
	LD50

	Мышь
	парентерально
	2,5 -3,5 мг на 1 кг веса тела

	
	внутрибрюшинно
	5 -7,5 мг на 1 кг веса тела

	
	внутривенно
	3,5-7 мг на 1 кг веса тела

	Морская свинка
	внутрибрюшинно
	2,75 мг на 1 кг веса тела

	Крыса
	внутрибрюшинно
	17,7 мг на 1 кг веса тела


Дана оценка воздействию мелитина на слизисто-секреторный мономолекулярный слой желудка и толстой кишки HT29-MTX-E12 (E12), а также на слизистые оболочки толстой кишки, отделенной от тела крысы. Оценка цитотоксичности мелитина на мономолекулярные слои была проведено в результате проведения MTT-теста после воздействия мелитином на протяжении 24 часов. Применение дополнительного количества мелитина (вплоть до концентраций, равных 5.3 µM) к верхним слоям не оказало воздействия на жизнеспособность мономолекулярных слоев E12.
Апикальное лечение слизистых оболочек толстой кишки крысы с применением мелитина в диапазоне от 5-100 µM привело к образованию резкой концентрации, зависящей от уменьшения трансэпителиального удельного сопротивления (TER), максимальные воздействия проявлялись на 10 минуте, обе процедуры выполняются при 5 и 10 µM. После этого последовало промежуточное восстановление, которое длилось на протяжении более 120 минут. Использование протестированного мелитина наименьшей концентрации (1 µM) не привело к значительному снижению TER. В результате проведения данного исследования, мелитин не оказал влияния на жизнеспособность мономолекулярных слоев E12, что имело место в отношении мономолекулярных слоев Caco-2. На основании этого был сделан вывод о том, что пептид является менее цитотоксичным, нежели предполагалось ранее (108).
Сообщалось, что цитотоксичность мелитина в поляризованном эпителии значительно ниже, чем в неполяризованных клетках. В результате проведения четырех биологических испытаний касательно апоптоза не было замечено каких-либо доказательств апоптотических дорожек, ведущих к гибели клеток; это касается любого из данных вариантов исследования. Следовательно, было принято решение о том, что цитотоксичность, произошедшая в эпителиальных клетках желудка и кишечника, возникла вследствие омертвления тканей. Пролиферативные эффекты имели место в случае использования метина более низких концентраций (<1 µM) и при наличии сублетальных концентраций (109). В других экспериментах наличие мелитина не сдерживало рост и эффективность клонирования нормальных клеток при 1 µM, благодаря уровню его концентрации было предотвращено разрастание опухолевых клеток (110).
Беспримесная фосфолипаза пчелиного яда A2 имеет относително низкую токсичность: 50%-ная летальная доза (LD50) составляет приблизительноо 7,5 мг на 1 кг веса тела мыши (внутривенно). Нейротоксин апамин, активный в центральной части, может преодолевать гематоэнцефалические барьеры и вызывать гиперактивность моторного нерва, спазмы и судороги скелетных мышц; при наличии летальных доз смерть наступает вследствие остановки дыхания. Значения 50%-ной летальной дозы (LD50), определенные для внутривенного применения, равнялись: для мышей - 4 мг на 1 кг веса тела и для крыс - 2 мг на 1 кг веса тела. Доза, равная 50 нг, принятая интравентрикулярно, является для мыши смертельной (25). Принимая во внимание MCD-пептид, для мыши было определено значение 50%-ной летальной дозы (LD50), хотя дозы, равные 40 мг на 1 кг веса тела, вводились внутривенно. Токсичность секапина и тертиапина является настолько низкой, что невозможно определить значение 50%-ной летальной дозы (LD50) (25).
Токсичность многократной дозы
В зависимости от вида работы, выполняемой пчеловодами в отношении домашних пчел, было составлено описание олигоартрита острой воспалительной формы, обнаруженного у пчеловодов, приобретенного ими по невыясненной причине, и, приводящего к ассиметричному изменению рук. Время от времени такая болезнь приводит к локальной хронической артропатии, способной привести к неподвижности суставов и их постоянной недееспособности (111;112).
Генотоксичность и канцерогенность
Установлено, что одноразовая высокая доза, равная 100 µг/мл целостного пчелиного яда, приводила к повреждению ДНК-молекулы человеческих лимфоцитов в культуре клеток на протяжении различных временных интервалов (от 10 минут до 24 часов).
При проведении кометного анализа длина хвоста, интенсивность движения хвоста и хвостовой момент продемонстрировали существенный рост (p<0.05). Параметры микронуклеуса (количество микроядер, ядерно-плазматические межклеточные мостики и нуклеарные зародыши) также продемонстрировали существенный рост, зависящий от времени (p<0.05). Данные результаты указывают на то, что высокие концентрации пчелиного яда могут привести к клеточной нестабильности (113).
В нормальных человеческих лимфоцитах и клетках HL-60, обработанных пчелиным ядом, концентрация которого равнялась 1 или 5 µг/мг, наблюдалась гибель клеток в манере, зависящей от времени, что продолжалось до тех пор, пока об этом не было заявлено, после чего данные цитотоксические эффекты прекратились. Однако, если клетки обрабатывались пчелиным ядом, концентрация которого равнялась 10 µг/мг, жизнеспособность клеток упала до 72 часов, что могло возникнуть вследствие периода полураспада пчелиного меда. Целостный пчелиный яд также приостановил полиферацию в данных клетках. Применение пчелиного яда привело к фрагментации ДНК и микроядер клеток HL-60 и к фрагментации ДНК в человеческих лимфоцитах (114).
Для сравнения, небольшие дозы пчелиного яда (1 µг/мл) обеспечили иммунную защиту лимфоцитов крыс Уистара от повреждений ДНК, вызываемых микроволновым излучением (вследствие использования гель-электрофореза для одиночных клеток). В данной ситуации, пчелиный яд не являлся генотоксичным, и его использование не стало причиной окислительного повреждения (113).
Применение пчелиного яда не приводит к возникновению кластогенных эффектов, а также не увеличивает частотность обменов сестринских хроматид в моноцитах  периферической крови человека в концентрациях субстрата клеточных культур, равных 0.00015 µl/мл (23). 
Антимутагенный эффект спиртового экстракта прополиса (EEP) и пчелиного яда, оба из которых были собраны в штате Сан-Пауло (Бразилия), был оценен посредством проведения исследования на наличие сальмонеллы и микросомного исследования, в ходе проведения которого изучалось поведение мутагенов прямого и непрямого действия. Спиртовой экстракт прополиса (EEP) оказал тормозящий эффект (по возрастающей) на мутагенезную способность дауномицина (TA102), бензопирена (TA100) и афлатоксина B(1)(TA98), а пчелиный яд способствовал устранению мутагенеза 4-нитро-o-фенилендиамида (TA98) и дауномицина (TA102) (115).
Сообщалось о мутагенном воздействии целостного пчелиного яда лишб более высоких концентраций, в то время как в случаях применения низких концентраций не наблюдалось какой-либо генотоксичной активности и даже антимутагенных свойств. 
Даже если ранее предполагалось, что входящий в состав мелитина пчелиный яд оказывает совместно с коканцерогеном -  форболовым эфиром (116) определенное цитологическое воздействие, то проведенный обзор научной литературы не осветил каких-либо дополнительных показателей канцерогенных эффектов.
В результате исследования смертности 580 пчеловодов, подвергшихся профессиональному воздействию, была произведена оценка канцерогенных эффектов вследствие применения пчелиного яда. Субъекты изучения идентифицировались с учетом некрологов, опубликованных в трех журналах по пчеловодческой индустрии Соединенных Штатов за период с 1949 по 1978 год. Изучались свидетельства о смерти пчеловодов на предмет летальности и сравнивались соотношения экстенсивного показателя смертности и показателя, характерного для общего населения Соединенных Штатов. Коэффициент смертности от рака у пчеловодов оказался немного меньшим ожидаемого. Реальная частотность возникновения рака незначительно отличалась от ожидаемой. Анализ подгруппы, состоящей их 377 лиц мужского пола, играющих ключевые роли в индустрии пчеловодства, показал, что нет существенных различий в классификации причин смерти. В процессе проведения данного исследования пчеловодов не было обнаружено ни отрицательных, ни благоприятных воздействий вследствие интенсивного подвергания пчелиным укусам (117).
Вместе с тем, стало известно о противоопухолевых свойствах пчелиного яда/мелитина.

Пчелиный яд/мелитин может вызвать апоптоз - гепато-целлюлярную карциному и меланому человеческих клеток A2058, эпидермоидную карциному человеческих CaSki-клеток шейки матки, но только не в фибробластных клетках нормальной кожи «Detroit 551». Данные наблюдения обуславливают обоснование антипролиферативных свойств пчелиного яда и дают основание полагать, что данное средство может использоваться для лечения меланомы. Вместе с тем, имеются основания полагать, что использование мелитина при лечении свойственного человеку TRAIL-резистентного рака, является перспективным терапевтическим подходом (118-120). К этому можно добавить, что мелитин препятствует развитию метастазов опухолевой клетки, поскольку он ослабляет сократительную способность клетки и продвижение метастазов благодаря торможению «Rac1», зависимому от процесса метаболизма, и благодаря поддержанию ее потенциальной способности в качестве лекарственного средства, используемого в противоопухолевой терапии (121).
Мелитин проявляет противоопухолевую активность в опухолево-производных клеточных линиях. Восприимчивость к сопротивляемости растущих концентраций мелитина сопровождалась соответствующими уменьшениями уровней экспресии онкобелка семейства ras и рядов образцов гена семейства ras. Данное обстоятельство приводит к одновременной обратной мутации трансформированных клеток и возвращению к нормальной морфологии строгимдозозависимым образом (122;123).
Пчелиный яд и мелитин, но не апамин, сильно тормозят PMA-индуцированную инвазию посредством замедления в раковых клетках «Caki-1» биосинтеза матриксной металлопротеиназы-9 (MMP-9). Вместе с тем, применение мелитина ослабило PMA-индуцированное фосфолирование митоген-активируемых протеинкиназ ERK и JNK, а также факторы обратных потоков, связанных с активаторным белком 1 (Ap-1) и ядерным фактором каппа-В. Данные результаты дают основание полагать, что торможение биосинтеза MMP-9 способствует развитию противоопухолевых свойств мелитина (124).
В дальнейших исследованиях изучались функциональная специфичность пчелиного яда как ингибитора ангиогенеза, используемого в образцах культур тканей, в живом организме антиогенеза мышей и в образцах легочных метастазов. Пчелиный яд в значительной степени замедлил жизнеспособность карциномы легочных клеток Льюис, но не оказал воздействия на одноядерные лимфоцитные клетки периферической крови. К тому же, лечение пчелиным ядом образцов спонтанных легочных метастазов после удаления первичной опухоли продлило их среднее время выживания от 27 до 58 дней. Данные результаты дают основание полагать, что опухолеспецифичная анти-ангиогенная активность пчелиного яда оказывает действие на протяжении разных стадий развития опухоли посредством блокировки фосфолирования тирозина VEGFR-2 и обосновывает использование пчелиного яда при лечении рака легких (125). Последующие исследования приводят к выводу, что снижение деактивации биосинтеза ФРЭС (фактор роста эндотелия сосудов), b-FGF и ядерного фактора каппа-В, и торможение развития кровеносных сосудов могут сыграть ключевые роли противоракового воздействия мелитина (126).
На бестимусной мыши была протестирована эффективность лечения рака груди у людей с использованием насыщенных мелитином наночастиц. Клетки с введением 100 нг/мл VEGF и основного FGF (bFGF) жирового тела импланировались подкожно в правый пах. Лечение мышей проводилось каждые три дня, начиная с 7-го дня после имплантации, посредством внутривенного введения солевого раствора, наночастиц либо наночастиц, насыщенных мелитином (2,5 мг/кг), общее количество вводимых доз составляло 5. С целью проведения расчетов размеров опухоли в начале лечения (7 день) и конце лечения (22 день) были сделаны ультразвуковые снимки опухолевых заболеваний. Применение насыщенных мелитином наночастиц значительно замедлило рост опухолей на 24,68% ± 1,57% по сравнению с использованиемсолевого раствора, а также наночастиц (127).
Репродуктивная и пренатальная токсичность
Во время проведения исследования трем группам беременных крыс ежедневно между 6-ым и 14-ым днем беременности подкожно вводили 6 мг на 1 кг веса тела (1/5 вычисленной 50 процентной летальной дозы (LD50) от целостного пчелиного яда, а также его молекулярные фракции незначительной и большой массы. У 20-ти дневных эмбрионов животных, подвергнутых лечению, наблюдалось снижение веса и ослабление активности лактатдегидрогеназы и изоцитратдегидрогеназы в их печеночном гомогенате. В утробе подвергнутых лечению животных (эмбриотоксическое действие) наблюдались аутолиз/резорбция эмбрионов (14,3 %) и наступала смерть крыс (5,3 %). Каких-либо тератогенных изменений не наблюдалось. Использование молекулярной фракции пчелиного яда незначительной массы привело к более проявленному эмбриотоксическому действию (128). В результате обзора соответствующих баз данных не было обнаружено каких-либо дополнительных публикаций касательно репродуктивной токсичности или эмбриотоксичности. В заключение необходимо отметить, что эксперимент на животных не демонстрирует каких-либо тератогенных явлений, отслеживающих воздействие пчелиного яда. Процентное значение спровоцированных смертей эмбрионов составляло всего лишь 5% при вполне высокой концентрации яда. О каких-либо дальнейших или более поздних исследованиях касательно тератогенного риска использования пчелиного яда не сообщалось. Таким образом, при использовании более низких концентраций пчелиного яда, таких, которые применяются в качестве гомеопатических препаратов, риск эмбриотоксичности является невысоким. 

Местная переносимость
Хорошо известны местные симптомы, наступающие после укусов медоносных пчел. Данные реакции часто являются следствием аллергии на пчелиный яд. Припухлость вокруг зоны укуса в диаметре более 10 см, сохраняемой на протяжении более 24 часов, считается таковой, которая представляет собой серьезную очаговую реакцию (22).
Другие токсикологические исследования
Незамедлительная аллергическая реакция, возникающая у чувствительных людей в течение от десяти минут и до одного часа, свидетельствует о наличии антител класса «иммуноглобулин Е». Существует неуверенность касательно патогенеза реакции замедленного типа. На продвинутой стадии симптомы встречаются также и в других местах, а не только на участке, где был произведен укус; ими являются лицевая эдема, припухлость возле глаз, сопровождающаяся слезотечением, впоследствии проблемы с глотанием и способностью разговаривать, затрудненное дыхание, дополнительное чувство жжения в ротовой части глотки и сильный зуд на ладонях. Подсчитано, что системные аллергические реакции после укуса насекомых возникают у 0,4-4% населения, при этом усиленные местные реакции наблюдаются у 17%. Тем не менее, смерть наступает крайне редко, в Германии количество смертей достигает около 10 случаев в год (22).
Проведено рандомизированное плацебо-контролируемое исследование двойным слепым методом с привлечением пациентов, у которых наблюдаются местные реакции на обширных участках тела и прослеживается чувствительность к укусам медоносных пчел. После исследования исходного признака укуса, пациенты были распределены по группам: либо для прохождения сублингвальной иммунотерапии, либо для лечения в плацебо-группе на протяжении 6 недель. За лечением (Аналлегро, Флоренция, Италия), подразумевавшим 6-недельный возрастающий период, последовало профилактическое лечение с употреблением ежемесячной дозы в 525 µг яда. По истечении 6 месяцев был повторено воздействие укуса. В список внесли тридцать пациентов (18 пациентов мужского пола, среднего возраста, 44,5 лет), 26 из них прошли исследование до конца, 1 пациент из активной группы и 3 пациента из плацебо-группы прекратили прохождение медицинского наблюдения и лечения. В активной группе средний из максимальных пиковых диаметров значительных участков тела, на котором имели место местные реакции, уменьшился от 20,5 до 8,5 см (p = 0,014), в то время как в плацебо-группе не прослеживалось каких-либо изменений (23,0 по сравнению с 20,5 см, p = не значительный). У 57% пациентов диаметр пораженного участка тела уменьшился более чем на 50%. Имел место один случай обширной аллергической сыпи у пациента, лечащегося в плацебо-группе от последствий укуса. Не сообщалось ни об одном побочном явлении, возникшем в результате лечения. Сублингвальная иммунотерапия с применением яда медоносной пчелы значительно снизила распространение местных реакций на обширные участки тела, получены хорошие результаты исследования безопасности препарата (42).
Стоун и др. (129) продемонстрировали, что хотя лица, которым свойственна аллергия к пчелиному яду, были осведомлены касательно мер предосторожности, тем не менее, они были укушены примерно в 10 раз чаще, чем лица, в отношении которых велся контроль. Поскольку посредством укусов были высвобождены (феромоны тревоги), авторы полагают, что выброс похожих веществ из организмов людей-аллегриков воздействует на возросшее притяжение со стороны пчел. 
В процессе проведения исследований в Италии осуществлялась оценка риска, связанного с угрожающими жизни явлениями; такая оценка совершалось в отношении 157-ми пациентов, которым свойственна аллергия к перепончатокрылым насекомым, и, истории болезней которых являются положительными касательно системных реакций. Процентное соотношение опасной для жизни реакции для медоносной пчелы составляло 24 % (130).
Что касается пчелиного яда, существует природный или приобретенный иммунитет (50 пчелиных укусов как правило переносятся бессимптомно), но также существует унаследованная и приобретенная сверхчувствительность. Наиболее опасными компонентами его яда являются высокоаллергенные ферменты: фосфолипаза A2 (основной аллерген) и гиалуронидаза, а также мелитин, в связи с этим чувствительность людей может повыситься (образование антитела - иммуноглобулин Е (IgE)) и после однократного укуса может возникнут риск получения анафилактического шока.
Но за повышенную чувствительность ответственны как дополнительные факторы, так и кислая фосфатаза и глюкозидада D. Антитела демонстрируют тенденцию к связыванию лаброцитов и базофильных гранулоцитов. При обновленном антигенном/аллергеном контакте, молекулы иммуноглобулина Е (IgE) сцепляются посредством аллергенов. Это приводит к изменениям оболочек, и затем к отделению от мембранных липидов арахидоновой кислоты, а также к анаболизму медиаторов воспаления (лейкотриенов и простагландинов) и к высвобождению гистамина. В конечном итоге, действие этих веществ приводит к образованию различных аллергических симптомов, таких как кожная сыпь, эдема, жалобы астматического характера, сердечнососудистая недостаточность и прочее. (22;25).
Обсуждение и выводы
Однократные пчелиные укусы могут вызывать у здоровых взрослых особей местные воспалительные реакции. Лишь большое количество пчелиных укусов является значимым в токсикологическом плане. Поскольку для медоносной пчелы, содержащейся в препарате Агнус кастус Пентаркан, используется матричная тинктура целой пчелы, то содержание яда в лекарственном препарате является низким.
К этому можно добавить, что в результате изучения научной литературы не было обнаружено информации касательно серьезных рисков возникновения хронической токсичности, репродуктивной токсичности или местной непереносимости медоносной пчелы.
Предоставлена информация касательно мутагенных воздействий, связанных с применением целостного пчелиного яда лишь высоких концентраций, при том, что при употреблении такого яда низких концентраций каких-либо генотоксичных потенциальных или даже антимутагенных свойств не наблюдалось. Хотя раньше и делались предположения о том, что составной компонент пчелиного яда – мелитин способствует возникновению определенных цитологических явлений с участием фарболовых эфирных активаторов развития опухоли (116), но в результате обзора научной литературы не было обнаружено каких-либо дополнительных показаний касательно канцерогенных явлений.
Следует отметить, что повышенная чувствительность к пчелиному яду идентифицируется как противопоказание. С токсикологической точки зрения, не требуется включения в аннотацию к лекарству информации о последующих противопоказаниях, ограничениях в отношении использования или особых предостережений касательно всех потенциальных возможностей уровня D5 и выше (103).
2.4.4.3

Прострел D3 (Pulsatilla D3)
Одна таблетка препарата Агнус кастус Пентаркан (250 мг) содержит 25 мг тритурации промтрела D3, соответствующей окончательному раствору, равному исходному веществу, и равняющемуся по объему активности D4. В результате проведения оценки прострела Экспертной комиссией управления по контролю над оборотом лекарственных средств Германии (комитет D) не было установлено каких-либо ограничений в использовании или противопоказаний касательно всех потенциальных возможностей, превышающих активность D3 (50). В гомеопатической фармакопее Соединенных Штатов уровень, предусматривающий отпуск прострела без рецепта (OTC), является матричной тинктурой (подразумевающей наиболее концентрированный гомеопатический препарат, который может продаваться без рецепта) (131).
Не проводилось каких-либо специальных токсикологических исследований с использованием прострела в гомеопатических препаратах. Для проведения оценки возможных токсикологических явлений, основанной на библиографических данных, были изучены стандартные справочные документы в части, касающейся токсикологических свойств исходного материала. Кроме того, было проведено исследование печатных материалов нескольких баз данных. Используемыми ключевыми словами явились термины Pulsatilla, Anemone pratensis, Pulsatilla nigricans, Pulsatilla pratensis, объединенные с несколькими определяющими токсичность ключевыми словами (смотрите приложение I).
Токсичность однократной дозы
У мышей значения LD50 в размере 150 мг на 1 кг веса тела и 190 мг на 1 кг веса тела, соответственно, были определены для анемонина и протоанемонина после их внутрибрюшинного введения (132).

У собак значение LD50 для протоанемонина после перорального приема составляет 20 мг/кг веса тела (133).
Для сравнения, одна таблетка препарата Агнус кастус Пентаркан содержит 25 мг прострела D3, соответствующей 0,075 мг матричной тинктуры. Максимальное содержание производных ранункулина (то есть, протоанемонина и анемонина) в матричных тинктурах прострела, произведенных на установке гидроочистки дистиллятов,  было установлено до значения 0,07%. Таким образом, ежедневная доза, состоящая из 6 таблеток и содержащая 0,45 мг матричной тинктуры, соответствует 0,32 µг производных ранункулина. Для возрастной группы с наивысшей дозой/ весоростовым коэффициентом, для ребенка 12-ти лет с массой тела в 38 кг, она составляет 8.4 нг на 1 кг массы тела. Вследствие этого, весьма маловероятно наличие очень низкого количества протоанемонина и анемонина, а также возникновение острых токсических явлений.

Протоанемонин эфирного масла обуславливает токсикологическое действие свежесобранных растений. Основным механизмом токсического воздействия является очаговая реакция ткани, подвергающейся воздействию. Таким образом, она оказывает сильное раздражающее воздействие на кожу и слизистые оболочки. Пероральный приём внутрь свежесобранного растения может стать причиной раздражений пищеварительного тракта при наличии колик и диареи (5; 133). Кроме того, случается раздражение почек и мочевыводящего пути. Токсическое действие может быть отнесено к алкилирующему действию протоанемина. Наблюдаемое угнетение кариокинеза и митоза также тесно связано с наблюдаемыми эффектами (48).
После подкожного введения 0,02 мл на 1 гр. веса тела матричной тинктуры, концентрированной в десятикратном размере, все четыре мыши умерли на протяжении нескольких часов, у них наблюдались нетипичные признаки токсичности. В результате проведения гистологического исследования у двух мышей была выявлена жировая дистрофия печени и очаговое омертвение клеток. После однократного впрыскивания 0,01 мл на 1 гр. веса тела смертей не наблюдалось, но после осуществления трех инъекций все шесть животных умерли в последующие дни (134).
На протяжении шести часов наступила смерть собак, принимавших 15 гр. свежего сока прострела обыкновенного (47).
Применение протоанемонина в период проведения экспериментов привело сначала к стимуляции, затем к параличу центральной нервной системы (48). 

Мышам внутрибрюшинно вводились инъекции с применением 50 мг/кг спиртового экстракта прострела анемон. В их поведении не было замечено какого-либо существенного изменения по сравнению с контрольной группой. У подопытных животных наблюдалось брюшное растяжение, которое, возможно, возникло вследствие локальных воздействий экстракта. У подопытных животных также наблюдался повышенный уход за поверхностью тела и познавательный инстинкт. По истечении 48 часов в исследуемой группе не наблюдалось каких-либо летальных исходов (51).
Токсичность повторных доз
При исследовании мышей с добавлением им в пищу 0,05 мл тройной матричной тинктуры разведенного прострела, какого-либо токсичного воздействия в их отношении не наблюдалось. При проведении гистологического исследования не было обнаружено дегенеративного ожирения печени (134).
Генотоксичность и канцерогенность
Протоанемонин являлся ингибитором митоза в кончиках корешков Zea Mays. Лечение с применением 2,15 x 10-4 M или более высоких концентраций на протяжении 23 часов или при 10-3 M на протяжении 4 часов или дольше снизило частотность заметных митотических уровней (135; 136). 
Во время проведения теста Эймса  протоанемонин продемонстрировал антимутагенную активность касательно индуцированных мутаций UV- и N-метил-N'-нитро-N-нитрозогуанидина-(MNNG) в кишечной палочке «E. coli B/r WP2 trp». Удельная антимутагенная доза, AD50, рассчитанная как химическая концентрация, при которой частота мутаций снижена до половины при нулевой дозе, составляла, соответственно, 30 и 47 µг на пластину для индуцированных мутаций UV- и MNNG (137). 
Анализ химических структур органических антимутагенов природного происхождения, проведенный Какинума с соавторами (138), обнаружил реакционноспособную функциональность P-ненасыщенного карбонила подобную той, что свойственна протоанемонину, в качестве обыкновенного функционального и структурного фактора. Авторы обсуждают тот факт, что антимутагенное воздействие может возникать вследствие изменений протеинов, задействованных в системе репарации ДНК посредством тиольных групп удерживания.
Обнаружено, что ранункулин (RAN) являлся выборочно антимутагенным агентом по сравнению с митомицином C (MMC) или метилметансульфонатом (MMS), который способствует устранению палочки мышиного тифа (Salmonella typhimurium) TA100/TA102. Его применение снизило образование у мышей микронуклеуса MMC, используемого при лечении полихромных эритроцитов, от значения, равного 46 ± 9?2 до значения 20 ± 6%. Угнетение RAN при смешивании 3H-TdR в DNA с микросомами печени крысы и цитоплазмой исчезло после выдерживания в термостате с момента обнаружения наличия метаболизма RAN посредством воздействия микросом печени крысы в культурах клеток. Данные показывают, что RAN может проявлять и антимутагенную активность, и противораковую, но последнее действие может исчезать вследствие метаболической трансформации (139).
Серия экспериментов, проведенных в шестидесятых годах, продемонстрировала то, что некоторые составные элементы, имеющие сопряженную химическую структуру, способны вызывать рак у животных. Повторные вводимые крысам и мышам подкожные инъекции, в состав которых входят указанные элементы, привели к появлению припухлостей на тех участках тела, где была сделана инъекция или возле таких участков. Определенные химические характеристики в значительной мере проявились среди активно канцерогенных элементов, а также и среди других, где наблюдается присутствие ненасыщенной связи в 5-ти или 6-ти членном лактоновом кольце (140-142).
Нет каких-либо данных, полученных вследствие проведения данных экспериментов, которые подтверждали бы канцерогенность протоанемонина или анемонина. Тем не менее, при проведении дальнейших экспериментов в отношении крыс-самцов с первоначальной массой тела в приблизительно 100 граммам, проводилось лечение посредством введения инъекций, содержащих метил протоанемонин, в объеме 2 мг в виде масла, два раза в неделю на протяжении 64 недель. У 3 из 5 животных на участке введения инъекции возникли фибробластические припухлости, самые первые припухлости появились по истечении 61 недели (142). С другой стороны, при последующем внутритрахеальном введении метил протоанемонина в объеме 0,6 мг два раза в неделю на протяжении 30 недель в легких крыс не было обнаружено каких-либо припухлостей, даже у тех крыс, которые дожили до 100 недели (143).
Чтобы продолжить проведение дальнейшей оценки потенциальной канцерогенной способности протоанемонина и анемонина, была проведена оценка обеих составных элементов посредством программы «ToxTree». Такая компьютерная программа была разработана на условиях контракта Объединённого исследовательского центра комиссии Европейского Союза. Основываясь на знаниях структуры химических веществ, она разделяет их на категории и описывает различные типы токсических воздействий при помощи трех методов решения (144). Оценка протоанемонина и анемонина, при проведении которого учитывались данные базы правил Крамера, показало, что оба составных элемента структурно относятся к категории III-го класса Крамера, то есть они являются веществами, которые допускают не высокую первоначальную вероятность безвредности, или могут даже вызывать значительную токсичность, или относятся к реакционноспособной функциональной группе  опасности (145). Принадлежность протоанемина или анемонина к этой категории обусловлена связью с ненасыщенным лактоновым кольцом (смотрите приложение II). Рассчитанный порог чувствительности воздействия окружающей среды на организм человека для III-го класса канцерогенов Крамера составляет 90 µг в день на 1 человека (145).
Репродуктивная и эмбриональная токсичность
Пероральный прием 0,05 мл матричной тинктуры тройного разбавленного прострела на протяжении 50 дней не оказал какого-либо воздействия на эструс юных мышей-самок. Не было замечено отличий касательно периода эструса представителей групп, подвергаемых лечению, и контрольных групп. Для сравнения, подкожное введение 0,1 мл матричной тинктуры прострела вызвало существенную (p<0.01) задержку возникновения процесса эструса. На 50-ый день процент животных с эструсом подвергаемой лечению группы составлял 65% против 95% для контрольной группы. После перорального приема 0,05 мл матричной тинктуры тройного разбавленного прострела кастрированными мышами на протяжении более 50 дней появления эструса не наблюдалось. Подводя итог вышесказанному, отметим, что какого-либо доказательства прямого или непрямого влияния прострела на половые функции или связанного с гормонами воздействия обнаружено не было (134).
Для куриных эмбрионов 0,2 мл раствора протоанемонина в соотношениях 1:1000, 1:2000 или 1:4000 не являлись токсичными, при их последовательном введении на протяжении двух дней в оплодотворенные 11-ти и 12-ти дневные яйца, а две последние концентрации явились безвредными для 10-ти дневных яиц (146).
Полагают, что использование прострела целесообразно для воздействия на менструальный цикл и на матку (стимулятор и депрессант) (59). Протоанемонин, содержащий растительное сырье, вызвал у травоядных животных выкидыши и тератогенные эффекты (48;49;58).
Ввиду действия прострела в качестве стимулятора матки, его применение в период беременности противопоказано в фитомедицине (48;49). Данный аспект был взят в расчет Комитетом D Германии, указывающим, что прострел можно без опасений использовать на протяжении беременности и периода лактации, применяя средство с уровнем эффективности D4 и далее (50).
Местная переносимость
Применение препаратов, изготовленных из свежих растений прострела и протоанемонина, вызывает тяжелые симптомы раздражения кожи и слизистых оболочек в виде зуда, покраснения или образования волдырей (дерматит на семейство лютиковых) (48). Протоанемонин является неустойчивым соединением, димеризуемым с целью получения анемонина, который не является веществом, не вызывающим кожно-нарывного действия (147).
Аллергические реакции на воздействие прострела документально подтверждены, а накожные пробы обнаружили появления пузырчатых реакций, характеризующихся гиперпигментацией (59).
Другие токсикологические исследования
Применение ранункулина (RAN) продемонстрировало цитотоксическую активность в культурах клеток. IC50 RAN по сравнению с KB и клетками Bel7402 при испытании колонии составили соответственно 0,21 и 0,35 µM. Использование RAN приостановило смешивание 3H-меченых прекурсоров в DNA и RNA клеток L1210. RAN (15 µM) существенно снизил DNA-анаболизм, катализированный DNA-полимеразой I, и способствовал образованию супероксидов-анионов в системе DMSO/KO2. В то же время, было показано применение SOD и CAT с целью частичной отмены тормозящих эффектов вследствие применения RAN в результате включения 3H-TdR в DNA. Не было обнаружено какой-либо прямой реакции между RAN и матрицей DNA и какого-либо воздействия RAN на DNA TOPO II и РНК-полимеразу. Данные результаты подразумевают, что цитотоксичность RAN в культуре клеток может возникнуть вследствие угнетения полимеразы DNA и роста свободных кислородных радикалов (148).
Протоанемонин вызывал цитотоксические явления в морских водорослях «Эвглена грацилис». Доказано, что состав летален при дозировке, составляющей 0,05 µM. При сублетальной дозировке, составляющей 0.035 µM, использование протоанемонина стало причиной отмеченного угнетения роста, увеличения среднего объема клетки, угнетения цитокинеза и возбуждения несептированного организма, а также потери жгутиков и стигм. Большинство ядер клетки были задержаны во время G2/M-фазы клеточного цикла. Хлоропласты были все еще хорошо структурированы, но наблюдалось заметное уменьшение каротеноидов и хлорофиллов а и b, а также соответствующий рост феофитинов. Авторы рассмотрели изменения, зафиксировавшие результат взаимодействия лактонового кольца протоанемонина и SH-групп, присутствующих в нескольких системах морских водорослей (149). 
Жизнеспособность клетки меланоцита, подвергаемой лечению с использованием 50 µM анемонина на протяжении 24 часов, составляла 96,4%, что свидетельствует о низкой цитотоксичности анемонина (58).
Обсуждение и вывод
Основными элементами свежего растения прострела являются ранункулин, протоанемонин и анемонин. Ранункулин гидролизируется ферментативным путём, в случае раздробления ткани до летучего протоанемонина, димеризуемого до формового анемонина при воздействии воздуха.
В соответствии с современными научными знаниями, протоанемонин эфирного масла обуславливает токсикологический эффект прострела. Первичный механизм токсического действия протоанемонина является локальной реакцией на обнаженной ткани. Таким образом, он имеет сильное раздражающее воздействие на кожу и слизистые оболочки. Пероральный приём внутрь свежего растения может вызвать раздражения пищеварительного тракта с коликами и диареей (5; 133). Кроме того, может наблюдаться раздражение почек и мочеиспускательных каналов. Токсическое действие может объясняться алкилирующим действием протоанемонина (48).
Как правило, алкилирующие лекарственные препараты легко вступают в реакцию с тиолами, аминами и нуклеидными кислотами. Такая легкость взаимодействия с разнообразными нуклеофилами отображается на их биологической активности, такой как угнетение митотического деления, мутация, разрывы хромосом или бластомогенез.
Фактически, протоанемонин являлся ингибитором митоза в кончиках корешков Zea Mays. Кроме того, он вызвал значительное угнетение роста и цитокинеза у морской водоросли Эвглена грацилис. С другой стороны, протоанемонин продемонстрировал антимутагенную активность кишечной палочки и сальмонеллы тифимуриум. 
Оценка протоанемонина и анемонина с использованием компьютерной программы «ToxTree» продемонстрировала тот факт, что вследствие их ненасыщенного лактонового кольца оба лекарственных препарата в структурном плане отнесены к категории III класса Крамера. Рассчитанный порог чувствительности влияния окружающей среды на организм человека для данного класса канцерогенных веществ составляет 90 µг в день на 1 человека (145).
Для сравнения, одна таблетка препарата Агнус кастус Пентаркан содержит 25 мг прострела D3, что соответствует 0,075 мг матричной тинктуры. Таким образом, максимальная дневная доза, равная 6 таблеткам, соответствует 0,45 мг матричной тинктуры. Расчет с максимальным общим количеством от 0,07% производных ранункулина (то есть, протоанемонина и анемонина) в матричной тинктуре дает в результате значение равное 0,32 µг в день на 1 человека. Таким образом, общее количество протоанемонина и анемонина в максимальной дневной дозе превышает 280-кратное значение, что есть находится ниже порога чувствительности влияния окружающей среды на организм человека для III класса канцерогенных веществ Крамера, установленного для каждого лекарственного препарата. Следовательно, канцерогенные явления не предполагались. Кроме того, в результате обзора научной литературы было обнаружено отсутствие публикаций касательно канцерогенности или генотоксичности протоанемонина и анемонина в организме животных или людей. Таким образом, реальный канцерогенный риск вследствие их применения является незначительным.
Также следует принять во внимание то, что хотя как протоанемонин, так и анемонин являются простыми алкилирующими агентами в структурном плане, они не сопоставимы в части, касающейся их токсического действия. Кроме того, протоанемонин имеет ненасыщенную боковую связь (цепь), а именно внеядерную метиленовую группу, которая теряет свою реакционную способность в отношении димеризации анемонина. Значительно меньшая токсичность димера стала очевидной среди других при исследовании противогрибковой активности протоанемонина и анемонина, проведенного Мартином и др. Минимальные тормозящие концентрации (MICs) для протоанемонина находились в диапазоне, равном 10-15 µг/мл, при этом анемонин не проявляет противогрибковой активности, как минимум, до концентрации равной 50 µг/мл (55). Кроме того, протоанемонин обладает сильным раздражающим воздействием на кожу и слизистые оболочки. Для сравнения, анемонин не является веществом, вызывающим нарывы. Цитотоксичность анемонина в меланоцитах была также незначительной (58).
Подводя итог всему вышесказанному, отметим, что в соответствии с имеющимися данными, конечная активность прострела в препарате Агнус кастус Пентаркан не вызывает какого-либо риска острой или хронической токсичности. Кроме того, нет каких-либо опасений касательно генотоксичных, канцерогенных, репродуктивных рисков или рисков, связанных с развитием.
