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ВИХ 3-ЗАМІЩЕНИХ ПОХІДНИХ 1,4-БЕНЗДІАЗЕПІНУ

Робота присвячена вивченню взаємозв’язку «структу-
ра–протисудомна активність» нових 3-заміщених похідних
1,4-бенздіазепіну. Протисудомний ефект оцінювали мето-
дом визначення мінімальних ефективних доз коразолу.
Було використано метод симплексного представлення мо-
лекулярної структури. Показано, що 2D PLS моделі, на ос-
нові яких проаналізовано вплив структурних факторів і
молекулярних фрагментів на досліджувані властивості,
можуть використовуватися для спрямованого синтезу но-
вих похідних 1,4-бенздіазепіну із заданими властивостями.
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QUANTITATIVE STUDY OF RELATIONSHIP

“STRUCTURE–ANTICONVULSANT ACTIVITY” OF
NEW 3-SUBSTITUTED DERIVATIVES OF 1,4-BENZODI-
AZEPINE

This work is devoted to the study of relationship “struc-
ture — anticonvulsant activity” of new 3-substituted derivatives
of 1,4-benzodiazepine. Anticonvulsant effect was evaluated by
determining the minimum effective dose of corazol. Method of
simplex conception of molecular structure has been used. It is
shown that 2D PLS model on which we analyzed the influence
of structural factors and molecular fragments in the studied
properties can be used for direct synthesis of new derivatives
of 1,4-benzodiazepine with desired properties.
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Дослідження репаративної
регенерації печінки при різних
токсичних впливах на організм
є надзвичайно важливим, оскіль-
ки патологія печінки посідає
одне з провідних місць у струк-
турі захворюваності та відзна-
чається тенденція до її зростан-
ня. Це пов’язано з поширенням
інфікованості населення віруса-
ми гепатитів, збільшенням час-
тоти токсичних уражень печін-
ки, особливо алкогольної, ток-
сичної, медикаментозної, радіа-
ційної етіології [1; 2].
Відомо, що етанол може при-

звести до значних структурних

і функціональних змін печінко-
вих клітин, однак нормальний
та репаративний ріст печінки
як варіант регенерації відіграє
важливу роль у процесах відно-
влення маси та функції ураже-
ного органа [1]. Експеримен-
тальні дослідження, проведені
Рикало Н. А. (2011) на щурах із
хронічним токсичним тетра-
хлорметановим гепатитом, да-
ли змогу встановити позитив-
ний фармакологічний ефект ве-
ликої кількості препаратів із ге-
патопротекторними властивос-
тями на процеси регенерації пе-
чінки [3]. Однак вікові особли-

вості фаз клітинного циклу та
вплив препаратів на регенера-
тивні процеси при експеримен-
тальному хронічному алкоголь-
ному ураженні печінки (ХАУП)
раніше не вивчалися. З’ясуван-
ня молекулярних механізмів, які
зумовлюють дані процеси, за-
лишається актуальною пробле-
мою сучасної медицини. Реге-
неруюча печінка гризунів вва-
жається класичною моделлю
для вивчення загальних законо-
мірностей і тканиноспецифіч-
них особливостей репаратив-
них процесів. Регенерація має
такі складові: реакція на ушко-
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дження; біохімічна адаптація
органа до функціонального на-
вантаження, перехід клітин із
проліферативно неактивного
стану до клітинного поділу,
власне проліферація клітин і
реакції, які зумовлюють перехід
від клітинного поділу до стану
«спокою» [4].
Слід зазначити, що сьогодні

широко використовують для лі-
кування хронічних захворю-
вань печінки гепатопротекто-
ри. Високоефективними та пер-
спективними є препарати на
основі амінокислот, зокрема
аргініну та глутамінової кисло-
ти, які мають високу гіпоамо-
ніємічну активність, антиокси-
дантні та антигіпоксичні влас-
тивості. При цьому стимулю-
ється обмін речовин у печінці та
нормалізуються процеси енер-
гозабезпечення в гепатоцитах
[5]. Останніми роками особли-
ву увагу науковців привернула
можливість застосування квер-
цетину для лікування гепатобі-
ліарних захворювань. В основі
досліджень гепатопротектор-
них властивостей кверцетину
лежать його протизапальні й
антиоксидантні властивості [6],
тому актуальним є впроваджен-
ня біофлавоноїдів як поліфунк-
ціональних препаратів. Відо-
мо, що кверцетин характеризу-
ється високим ступенем тера-
певтичної безпеки, дозволений
для лікування патології печінки
у дітей, а «Глутаргін» з діючою
речовиною L-аргінін L-глута-
мат має високу токсичність і
дозволений дітям з 12 років,
тому актуальним є досліджен-
ня даних препаратів для фар-
макокорекції хронічного ушко-
дження печінки алкогольного
ґенезу у щурів різних вікових
груп.
Дослідження фаз клітинного

циклу при хронічному ушко-
дженні печінки алкоголем роз-
ширить уявлення про репаратив-
ні процеси та їх розуміння, а
саме про механізми відновлен-
ня структурних елементів гепа-
тоцитів, паренхіми печінки вна-
слідок їх патологічної загибелі
при токсичній дії етанолу. Та-

кож дане дослідження допомо-
же патогенетично обґрунтувати
методи фармакотерапії алко-
гольних ушкоджень печінки.
Мета роботи — визначити

фази клітинного циклу в ядрах
клітин печінки щурів різних
вікових груп при експеримен-
тальному ХАУП та за умов
фармакокорекції кверцетином і
L-аргініном L-глутаматом.

Матеріали та методи
дослідження

Експериментальне  дослі-
дження виконано з дотриман-
ням біоетичних вимог, на білих
нелінійних лабораторних щурах-
самках, які входили до трьох ві-
кових груп: 1-ша група — ста-
тевонезрілі (віком 1,5 міс., ма-
сою 60–75 г, n=40); 2-га група —
молоді статевозрілі (віком 6 міс.,
масою 185–195 г, n=40); 3-тя
група — старі тварини (віком
20 міс., масою 300–320 г, n=40).
Кожна група була поділена на
4 підгрупи по 10 щурів у кож-
ній: 1 — інтактні тварини; 2 —
тварини з ХАУП, яке моделю-
вали за методикою Г. А. Кова-
льова і А. Ю. Петренка (2004);
3 — тварини з ХАУП при ко-
рекції кверцетином (100 мг/кг);
4 — тварини з ХАУП при ко-
рекції L-аргініном L-глутама-
том (35 мг/кг). Обрані препара-
ти щодня перорально вводили
разом з їжею протягом 20 тиж.,
тобто до завершення експери-
менту. Перерахунок з доз люди-
ни на щурів здійснено з вико-
ристанням коефіцієнта видової
чутливості за Ю. Р. Риболовле-
вим [3].
Ядерну ДНК гепатоцитів у

експериментальних тварин ви-
значали методом цитофлуори-
метрії. Цитофлуориметричний
аналіз проводили на багатофунк-
ціональному науково-дослідному
проточному цитометрі “Раrtес
PAS” (фірма “Partеc”, Німеччи-
на) у науково-дослідному центрі
Вінницького національного ме-
дичного університету імені М. І.
Пирогова. Після виведення тва-
рин з експерименту негайно ви-
лучила печінку. У стерильних
умовах зі свіжого матеріалу ви-

різали шматочок тканини печін-
ки, який негайно промивали
стерильним 0,9 % розчином NaCl
і поміщали у фосфатно-сольо-
вий буфер рН 7,4 (Sigma) при тем-
пературі 4–8 °С. Суспензії ядер
з клітин печінки одержували за
допомогою набору “CyStain-
DNA” (фірма “Partec”, Німеч-
чина) відповідно до протоколу-
інструкції виробника. Даний
розчин дозволяє швидко й од-
ночасно виконувати екстрак-
цію ядер і маркувати ядерну
ДНК діамідинофеніліндолом
(DAPI), який входить до його
складу. У процесі виготовлення
нуклеарних суспензій викорис-
товували спеціальні одноразо-
ві фільтри CellTrics 50 мкм (“Par-
tec”, Німеччина). Для збуджен-
ня флуоресценції DAPI засто-
совувалось УФ-випромінюван-
ня. З кожного зразка нуклеар-
ної суспензії аналізу підлягали
20 тис. подій [7].
Досліджували такі показни-

ки клітинного циклу:
G0G1 — відсоткове співвід-

ношення клітин фази G0G1 до
всіх клітин клітинного циклу,
що вказує на відсоток ядер клі-
тин із вмістом ДНК=2 с.

S — відсоткове співвідно-
шення фази синтезу ДНК до
всіх клітин клітинного циклу, що
вказує на відсоток ядер клітин із
вмістом ДНК > 2 с та < 4 с.

G2M — відсоткове співвідно-
шення фази G2M до всіх клітин
клітинного циклу, що вказує на
клітини, в яких відбувається під-
готовка до поділу (ДНК=4 с).
ІР — показник проліферації

(проліферативний індекс), який
визначається за сумою показ-
ників S + G2M.
ВР — блок проліферації, який

визначається за співвідношен-
ням S/(G2M) [7].
Статистичний аналіз одер-

жаних при виконанні роботи
цифрових даних проводили за
комп’ютерною програмою Mic-
rosoft Excel XP, використовую-
чи непараметричний U-крите-
рій Манна — Уїтні для малих
вибірок. Достовірною вважали
ймовірність похибки менше 5 %
(р<0,05).
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Результати дослідження
та їх обговорення

Згідно з одержаними в експе-
рименті показниками клітинно-
го циклу, при ХАУП у трьох ві-
кових групах достовірно змен-
шується відсоток ядер гепатоци-
тів, які перебувають у фазі G0G1:
у 1-й групі — на 3,1 % (р<0,05),
у 2-й групі — на 7,6 % (р<0,05)
та у 3-й групі — на 4,2 % (р<0,05)
порівняно з інтактним контро-
лем. Також установлено, що за
умов ХАУП достовірно змен-
шується відсоток ядер клітин пе-
чінки, які перебувають у S-фазі:
у щурів 1-й групи на 56,2 %
(р<0,05), у 2-й групі на 51,9 %
(р<0,05) та у 3-й групі на 56,5 %
(р<0,05) — порівняно з анало-
гічними показниками у щурів
контрольної групи (табл. 1).
Отже, при алкогольному ушко-
дженні печінки у щурів синтез
ядерної ДНК гепатоцитів до-
стовірно зменшується, на нашу
думку, за рахунок цитотоксич-
ної дії етанолу на клітини печін-
ки. З літературних джерел [8],
присвячених дослідженню впли-
ву алкоголю на клітинний цикл,
відомо про зменшення клітин
гіпокампа головного мозку, які

перебувають у S-фазі, але ніяко-
го впливу не відмічається на
кількість ядер клітин, які пере-
бувають у G1G0- та G2M-фазі.
Дані дослідження кінетики клі-
тинного циклу показали, що
алкогольна інтоксикація галь-
мує нейрогенез за рахунок змен-
шення кількості проліфератив-
них клітин і виживання ново-
утворених клітин [8].
При корекції кверцетином

відсоток ядер гепатоцитів, які
перебувають у G0G1-фазі, у пе-
чінці щурів 1-ї та 3-ї груп змен-
шився на 1,3 % (р>0,05) і 1,4 %
(р>0,05) відповідно, а у 2-й гру-
пі збільшився на 4,1 % (р<0,05)
порівняно з ХАУП. Доведено
збільшення відсотка ядер ге-
патоцитів, які перебувають у
S-фазі, при дії кверцетину: у
1-й групі на 146,0 % (р<0,01), тоб-
то майже у 2,5 рази, у 2-й групі
— на 96,8 % (р<0,05) та у 3-й
групі — на 32,5 % (р>0,05). При
корекції L-аргініном L-глута-
матом відсоток ядер клітин пе-
чінки, які перебувають у фазах
G0G1 та S, відповідно збіль-
шився: у 1-й групі — на 0,7 %
(р>0,05) і 84,2 % (р<0,05), у 2-й
групі — на 5,6 % (р<0,05) і
58,7 % (р<0,01), у 3-й групі — на

3,2 % (р>0,05) та 7,5 % (р>0,05)
порівняно з ХАУП. Отже, квер-
цетин проявив більш позитив-
ний ефект на проліферативні
процеси, оскільки при дослі-
дженні відсотка ядер клітин пе-
чінки, які перебувають у S-фазі,
одержано достовірні дані, а
L-аргінін L-глутамат нормалі-
зував відсотковий вміст гепато-
цитів, ядерна ДНК яких перебу-
ває у G0G1-фазі, оскільки отри-
мані дані в усіх вікових групах
були максимально близькими до
показників у інтактних тварин.
Оцінка відсоткового вмісту

ядерної ДНК гепатоцитів, які
перебувають у G2M-фазі, свід-
чить, що за умов ХАУП досто-
вірно збільшується відсоток ядер
клітин печінки у стані мітозу: в
1-й групі — на 26,7 % (р<0,05),
у 2-й групі — на 53,1 % (р<0,05)
та у 3-й групі — на 46,7 % (р<
<0,05) порівняно з інтактними
тваринами. Одержані дані вка-
зують, що внаслідок токсичної
дії етанолу на клітини печінки
активуються компенсаторно-
захисні механізми, пов’язані з
підвищенням мітотичного поді-
лу гепатоцитів.
При фармакокорекції кверце-

тином спостерігали збільшення

Таблиця 1
Характеристика показників клітинного циклу ДНК в ядрах гепатоцитів

у щурів при експериментальному хронічному алкогольному ушкодженні печінки
та за умов корекції кверцетином і L-аргініном L-глутаматом, %, n=10

Група  Показник Контроль ХАУП ХАУП + Кверцетин ХАУП + L-аргінін L-глутамат

1-ша G0G1 85,46±0,35 82,79±0,42* 81,70±0,76* 83,38±1,02
S 1,30±0,13 0,57±0,08* 1,40±0,20# 1,05±0,06#, ##

G2M 13,24±0,38 16,77±0,53* 16,90±0,84* 15,57±1,05
IP 14,54±0,35 17,34±0,49* 18,30±0,76* 16,62±1,02
BP 0,10±0,01 0,03±0,01* 0,09±0,01# 0,07±0,01*#

2-га G0G1 85,11±0,74 78,60±0,97* 81,80±1,02*# 83,02±1,51#

S 1,31±0,15 0,63±0,03* 1,24±0,22# 1,00±0,06#

G2M 13,57±0,86 20,77±0,99* 16,95±0,96*# 15,98±1,53#

IP 14,89±0,74 21,40±0,96* 18,20±1,02*# 16,98±1,51#

BP 0,10±0,02 0,03±0,00* 0,07±0,01# 0,06±0,01#

3-тя G0G1 89,88±0,51 86,11±0,86* 84,88±1,35* 88,90±1,06##

S 0,92±0,05 0,40±0,04* 0,53±0,08* 0,43±0,05##

G2M 9,23±0,50 13,54±0,89* 14,59±1,39* 10,67±1,06##

IP 10,15±0,49 13,93±0,87* 15,12±1,35* 11,10±1,06##

BP 0,10±0,01 0,03±0,00* 0,04±0,01* 0,04±0,01*

Примітка. * — достовірність відмінностей (р<0,05) порівняно з контрольною групою; # — достовірність відмінно-
стей (р<0,05) порівняно з показниками щурів за умов ХАУП; ## — достовірність відмінностей (р<0,05) показників у тва-
рин порівняно між кверцетином та L-аргініном L-глутаматом.
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відсотка ядер гепатоцитів, які
перебувають G2M-фазі, на 0,8 %
(р>0,05) у 1-й групі та на 7,8 %
(р>0,05) у 3-й групі, та досто-
вірне зменшення у 2-й групі —
на 18,4 % (р<0,05) порівняно з
ХАУП. При корекції L-аргіні-
ном L-глутаматом доведено
зменшення відсотка ядер гепато-
цитів у G2M-фазі у 1-й групі —
на 7,2 % (р>0,05), у 2-й групі —
на 23,1 % (р<0,05) та у 3-й гру-
пі — на 21,2 % (р<0,05) порів-
няно з показниками ХАУП.
За допомогою статистичних

методів обчислювали показник
проліферації (ІР) та блок про-
ліферації (BP). Нами доведено
достовірне збільшення ІР у 1-й
групі на 19,3 % (р<0,05), у 2-й —
на 43,7 % (р<0,05) та у 3-й — на
37,2 % (р<0,05) порівняно з ін-
тактними тваринами. Натомість
ВР достовірно зменшувався у
експериментальних тварин за
умов ХАУП у трьох вікових гру-
пах на 70 % (р<0,05; див. табл. 1).
Таким чином, збільшення

відсотка ядер гепатоцитів, які
перебувають у G2M-фазі, при
низькому відсотку ядер гепато-
цитів, які перебувають у S-фазі,
що спостерігається при ХАУП,
свідчить про затримку проліфе-
рації у стадії G2M. За даними
[9], хронічне зловживання ета-
нолу призводить до ушкоджен-
ня та загибелі клітин печінки,
погіршує реплікацію гепатоци-
тів. При метаболізмі етанолу
відбувається припинення клі-
тинного циклу в G2M-фазі, який
опосередкований інгібіторним
фосфорилуванням мітотичної
циклін-залежної кінази. Це по-
яснює етанол-опосередковане
порушення реплікації гепатоци-
тів, що може відігравати важли-
ву роль в ініціації та прогресу-
ванні алкогольного ушкодження
печінки. У нашому дослідженні
доведено, що ступінь проліфе-
рації є достовірно нижчим у
статевонезрілих і старих щурів,
ніж у молодих статевозрілих
тварин, тобто встановлено ві-
кові особливості репаративної
регенерації тканини печінки
при хронічній алкогольній ін-
токсикації.

Після проведеної корекції
ХАУП кверцетином ІР підви-
щився у 1-й та 3-й групах на
5,5 % (р>0,05) і 8,5 % (р>0,05)
відповідно, у 2-й групі зменшив-
ся на 15 % (р<0,05) порівняно з
ХАУП. При корекції L-аргіні-
ном L-глутаматом відбулося
зниження ІР у 1-й групі на 4,2 %
(р>0,05), у 2-й групі — на 20,7 %
(р<0,05) та у 3-й — на 20,3 %
(р>0,05) порівняно з ХАУП, що
підтверджує більш позитивний
ефект даного гепатопротекто-
ра, оскільки ІР нормалізувався
і був близьким до показника в
інтактних тварин.
Індекс ВР при корекції квер-

цетином у 1-й групі збільшився
утричі (р<0,05) та досягав зна-
чень інтактних тварин, у 2-й
групі — удвічі (р<0,05), а у 3-й
— лише у 1,3 разу (р>0,05) по-
рівняно з ХАУП. При дії L-ар-
гініну L-глутамату ВР у 1-й
групі підвищився у 2,33 разу
(р<0,05), у 2-й групі удвічі (р<
<0,05), а у 3-й лише у 1,3 разу
(р>0,05) порівняно з ХАУП, але
одержані дані так і не досягали
значень ідентичних за віком ін-
тактних тварин.
Отже, при використанні

L-аргініну L-глутамату доведе-
но достовірне відновлення по-
казників фаз клітинного циклу
порівняно з ХАУП, відсотка ге-
патоцитів, які перебувають у
G0G1-фазі, G2M-фазі, нормалі-
зується ІР. Кверцетин проявив
більш позитивний ефект на нор-
малізацію відсотка клітин пе-
чінки, які перебувають у S-фазі
та нормалізував ВР. Таким чи-
ном, L-аргінін L-глутамат про-
являє кращі регенераторні влас-
тивості при ХАУП.

Висновки

1. Доведено, що у гепатоци-
тах щурів різних вікових груп
за умов ХАУП спостерігається
достовірне зменшення відсотка
ядер клітин печінки, які перебу-
вають у G0G1-фазі та S-фазі, що
вказує на зменшення синтезу
ядерної ДНК гепатоцитів і про-
цесів репаративної регенерації
на тлі алкогольного ураження
паренхіми печінки щурів.

2. Установлені вікові особли-
вості репаративної регенерації
печінки за умов ХАУП. Доведе-
но, що у самок молодих стате-
возрілих щурів захисні меха-
нізми та репаративні процеси
регенерації є найвищими, тим-
часом як у старих щурів відмі-
чено достовірне зниження міто-
тичної активності.

3. Визначено, що у експери-
ментальних тварин усіх віко-
вих груп при ХАУП достовірно
збільшується відсоток ядер ге-
патоцитів, які перебувають у
G2M-фазі, зростає індекс пролі-
ферації та знижується блок про-
ліферації, що свідчить про за-
тримку проліферації у стадії
G2M. Доведено, що найбільш
чутливими до токсичної дії ета-
нолу при ХАУП є клітини пе-
чінки статевонезрілих і старих
щурів.

4. Виявлено підвищення ре-
паративної регенерації печінки
при використанні L-аргініну
L-глутамату для фармакокорек-
ції ХАУП, відмічено перевагу
даного засобу порівняно з квер-
цетином. Доведено нормаліза-
цію в усіх вікових групах таких
показників клітинного циклу, як
відсоток ядер гепатоцитів, що
перебувають у фазах G0G1 і
G2M, та індексу проліферації.
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Н. А. Рикало, Л. О. Яровенко
ДОСЛІДЖЕННЯ ФАЗ КЛІТИННОГО ЦИКЛУ ЯДЕР

ГЕПАТОЦИТІВ У ЩУРІВ РІЗНИХ ВІКОВИХ ГРУП ПРИ
ХРОНІЧНОМУ АЛКОГОЛЬНОМУ УШКОДЖЕННІ ПЕ-
ЧІНКИ ТА МЕДИКАМЕНТОЗНІЙ КОРЕКЦІЇ КВЕРЦЕ-
ТИНОМ І L-АРГІНІНОМ L-ГЛУТАМАТОМ

Алкогольні ушкодження печінки поширені в Україні та
мають високу летальність. У статті представлені дані щодо
визначення вікових особливостей клітинного циклу гепа-
тоцитів у щурів за умов хронічного алкогольного ушко-
дження печінки. Установлено, що найбільш чутливі до ток-
сичної дії етанолу при хронічній алкогольній інтоксикації
є гепатоцити статевонезрілих і старих щурів. Доведено, що
у молодих статевозрілих самок щурів захисні механізми та
репаративна регенерація печінки є найвищими, тимчасом
як у старих щурів відмічено достовірне зниження мітотич-
ної активності.

Ключові слова: етанол, алкогольне ушкодження печін-
ки, клітинний цикл, вікові особливості.
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N. A. Rykalo, L. O. Yarovenko
STUDYING THE PHASE OF THE HEPATOCYTES

NUCLEI CELL CYCLE IN RATS OF DIFFERENT AGE
GROUPS WITH CHRONIC ALCOHOLIC LIVER DA-
MAGE AND  QUERCETIN AND L-ARGININE L-GLUTA-
MATE PHARMACOLOGICAL THERAPY

Alcoholic liver damage is common in Ukraine and has a
high mortality rate. The paper presents the data to determine
the age characteristics of the hepatocytes cell cycle in rats un-
der chronic alcoholic liver damage. It was found that  imma-
ture and old rats are the most sensitive to the toxic effects of
ethanol in chronic alcohol intoxication hepatocytes. It is proved
that young females mature rats have the highest defense mecha-
nisms and reparative regeneration of the liver, while in old rats
there is noted a significant decrease in mitotic activity.

Key words: ethanol, alcohol liver damage, cell cycle, age fea-
tures.

Вступ

Одна з важливих проблем
сучасності — дослідження реак-
цій організму людини та тва-
рин на стресорні впливи різно-
го походження і процесів адап-
тації до них. Причиною стресу
можуть бути різноманітні фак-
тори: біль, переохолодження,
психологічне або соціальне на-
пруження тощо. Однак усі вони
запускають подібні механізми
відповіді на стрес, що спрямо-
вані на підтримання сталості

внутрішнього середовища ор-
ганізму [1]. Однією з ендоген-
них стрес-лімітуючих систем,
що модулює стрес-реакцію та
забезпечує адаптацію, є антиок-
сидантна система організму.
Мітохондрії — головне внут-

рішньоклітинне джерело актив-
них форм кисню (АФК), вони
відіграють особливу роль як у
процесах оксидативного ушко-
дження клітин та їх компонен-
тів за умов стресу, так і в ініціа-
ції адаптаційних процесів стрес-
відповіді, зокрема шляхом ак-

тивації генетичних регулятор-
них механізмів. У літературі є
багато даних про вплив трива-
лого іммобілізаційного стресу
на загальний ступінь оксидатив-
ного ушкодження та функціо-
нальної активності антиокси-
дантної системи в різних ткани-
нах і плазмі крові [2], однак по-
рушення про- й антиоксидант-
ного балансу (ПАБ) за таких
умов на рівні мітохондрій ви-
вчені недостатньо.
Іншим важливим аспектом

є динаміка таких порушень за
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