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Одне з величних досягнень XX сто-
ліття – упровадження в клінічну прак-
тику антибіотиків та антимікробних 
препаратів. Застосування пеніциліну та 
інших антибіотиків у десятки разів 
зменшило летальність як від особливо 
небезпечних захворювань (чума, дифте-
рія, тиф), так і від таких розповсюдже-
них тяжких інфекційних хвороб, як 
пневмонія, ендокардит, менінгіт, тубер-
кульоз, сепсис, сприяло зниженню 
захворюваності на гонорею, сифіліс 
тощо. 

У ХХ столітті в клінічну практику 
впроваджено значну кількість антимі-
кробних препаратів (АМП), а за від-
криття та розробки, пов’язані з інфек-
ційною патологією, отримано 23 Нобе-
лівські премії. Значні досягнення в 
антиінфекційній терапії стали підґрун-
тям для вислову: «Настав час закрити 
книгу інфекційних хвороб і перевести 
національні ресурси на боротьбу з онко-
логічними захворюваннями та хвороба-
ми серця» (В. Стюарт, 1967 р.) [1]. 
Проте практично одночасно з викорис-
танням антибіотиків були виявлені 
стійкі до їхньої дії штами збудників 
[2]. Так, резистентні до пеніциліну 
штами стафілококу були виявлені вже 
через 2 роки після впровадження в клі-
нічну практику (1943 р.), до дії дапто-
міцину та цефтароліну – через рік 
(2004 і 2010 р. відповідно). Згідно з 
даними GLASS (Глобальна система 
нагляду за стійкістю до антимікробних 
препаратів), опублікованими в 2017 
році, щорічно антибіотикорезистентні 
штами зумовлюють гнійно-запальні 
процеси в 500 тис. осіб [3], а витрати 

на лікування пацієнтів у країнах ЄС 
сягають 7 млрд євро, у США – 6,5 млрд 
доларів США [4–6]. За прогнозами ана-
літиків, до 2050 року смертність від 
інфекційних хвороб у Європі може 
скласти 400 тис. осіб, в Азії – близько 
5 млн осіб щорічно [7]. 

Причиною виникнення стійкості 
збудників до АМП є не лише їхнє нера-
ціональне використання, але й обмаль 
даних щодо особливостей життєвого 
циклу мікроорганізмів, їхніх структур-
них і фізіологічних особливостей, соці-
альної поведінки, здатності до контакт-
ного та дистанційного спілкування, 
взаємозв’язків з макроорганізмом.

Упродовж тривалого часу мікроорга-
нізми сприймались як планктонні 
одноклітинні без’ядерні організми, які 
розмножуються поділом клітин. Саме з 
урахуванням такої форми існування 
мікроорганізмів були встановлені меха-
нізми дії антибактеріальних препара-
тів, схеми та режими їхнього застосу-
вання. Сучасна лабораторна техніка та 
методи дослідження дозволили розши-
рити уявлення про структуру та фізіо-
логічні особливості мікроорганізмів. 
Виявлено, зокрема, наявність фізично-
го контакту між мікроорганізмами, що 
забезпечує горизонтальний перенос 
генетичної інформації, у тому числі 
генів резистентності, та хімічної кому-
нікації – основи соціальної поведінки 
бактерій і грибів у мікробних спільно-
тах [8].

Мета дослідження – узагальнити 
дані щодо структури бактеріальних біо-
плівок, механізмів їхньої стійкості до 
антимікробних засобів та пошуку нових 
активних речовин з антибіоплівковою 
активністю. 

Структура та властивості біоплі-
вок. Біоплівки (агрегати, скупчення) – 
струк турована спільнота клітин бактерій 
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і грибів, оточених полімерних матрик-
сом, прикріпленим до поверхні. Основ-
ними складовими матриксу біоплівки 
є: вода (до 97 %), клітини мікроорга-
нізмів (до 5 %), полісахариди, білки 
та нуклеїнові кислоти (до  
2 % кожного компоненту) [9]. Цикл 
розвитку біоплівки складається з 
декількох етапів: адгезії планктонних 
клітин до поверхні, формування моно-
шару та дозрівання біоплівки з утво-
ренням усіх її структур. Завершується 
розвиток біоплівки розривом матрик-
су та дисемінацією планктонних клі-
тин з наступною колонізацією ними 
нових поверхонь. 

Бактерії в біоплівках набувають 
особ ливої форми антибіотикорезистент-
ності, що проявляється в підвищеній 
стійкості до антимікробних агентів, 
дезінфектантів та імунного захисту 
макроорганізму. Мікроорганізми вижи-
вають за концентрацій перекису водню 
або молочної кислоти в 4–8 разів біль-
ших, ніж необхідно для пригнічення 
росту окремих бактерій поза плівкою, а 
також у присутності антибіотиків у 
500–1000 разів вищих дозах, ніж їхні 
мінімальні інгібуючі концентрації від-
носно планктонних клітин [10]. Крім 
відомих механізмів стійкості мікро-
організмів до антибактеріальних засо-
бів (модифікація структури мішені, 
інактивація антибіотика ферментами, 
гіперактивність ефлюксних помп, зни-
ження проникності клітинної мембра-
ни) біоплівці притаманні специфічні 
механізми захисту, зокрема: 1) низька 
проникність матриксу, 2) активація 
системи Quorum sensing (QS) та 3) утво-
рення клітин-персистерів зі сповільне-
ним метаболізмом.

Матрикс біоплівок. Матрикс біоплі-
вок є позаклітинною полімерною суб-
станцією, сформованою полісахарида-
ми, білками, ліпідами та нуклеїновими 
кислотами [9]. Складові матриксу 
забезпечують стабільність об’ємної 
структури біоплівок, регулюють їхню 
здатність прикріплюватися до поверх-
ні, визначають обмін поживних речо-
вин, рідин і газів, молекул і клітин 
між навколишнім середовищем і біо-
плівкою. Транспортні властивості 
матриксу обумовлені фізико-хімічними 

властивостями його компонентів, а 
також будовою каналів. Унаслідок сте-
ричних перешкод або можливої взаємо-
дії антимікробних речовин з компонен-
тами матриксу (сорбція до матриксу, 
інактивація антибіотика) проникність 
останнього знижується, терапевтичні 
(ефективні) концентрації антимікроб-
них речовин всередині біоплівки не 
досягаються [11].

Система Quorum sensing. Процес 
формування біоплівки регулюється 
складними механізмами міжклітинної 
комунікації Quorum sensing (QS), яка 
вперше описана К. Н. Nealson (1970 р.) 
як система регуляції біолюмінесценції 
в морської бактерії Vibrio fischeri. Сис-
тема QS регулює вірулентність бакте-
рій, синтез токсинів, антибіотиків, 
ферментів, процес споруляції, форму-
вання мікробних угруповань (рисунок), 
взаємодію між мікроорганізмами та 
організмом господаря. 

Сигнальна система QS включає два 
обов’язкові компоненти: низькомоле-
кулярний регулятор (автоіндуктор – 
АІ), який легко дифундує через клі-
тинну мембрану та рецепторний регу-
ляторний білок, з яким зв’язується 
АІ. У разі досягнення певної щільності 
популяції АІ накопичуються до необ-
хідного порогового значення та взає-
модіють із відповідними регуляторни-
ми білками з утворенням комплексу 
«АІ-рецепторний білок», який зв’я-
зується з промоторними ділянками 
генів-мішеней, що викликає різку 
індукцію експресії певних генів, від-
повідальних за синтез альгінату, ДНК 
та інших речовин. Використовуючи 
QS, мікроорганізми здійснюють вну-
трішньовидову, міжвидову комуніка-
цію, взаємодіють з вищими еукаріота-
ми, забезпечують виживаність за 
несприятливих умов, зокрема, впливу 
агресивних речовин – антибіотиків і 
дезінфектантів [13–14].

У бактерій виділяють декілька типів 
(видів) АІ:
– похідні N-ацил-гомосеринлактону 

(автоіндуктор-1, АІ-1) синтезуються 
грамнегативними бактеріями, сьо-
годні налічується близько 40 видів 
АІ-1. Рецепторні білки, з якими 
зв’я зуються АІ-1, та їхні синтази, 
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гомологічні LuxI і LuxR білкам 
Vibrio fischeri. Наприклад, у Pseudo-
monas aeruginosa описано 2 типи 
QS-систем – LasI-LasR і RhlI-RhlR. 
Система LasI-LasR регулює синтез 
факторів вірулентності (еластаз, про-
теаз, ендотоксинів) та активує другу 
систему QS. Синтаза LasI відповідає 
за продукцію N-(3-оксододеканоїл)-
гомо серин лактону (3-охо-C12-HSL). 
Система RhlI-RhlR забезпечує вижи-
ваність синьогнійної палички в 
навколишньому середовищі, контро-
лює експресію генів вірулентності та 
синтез піоціаніну. RhlI-синтаза 
визначає синтез N-бутирил-гомо-
серин лактону (C4-HSL);

– фуранозил-боратдіефір (автоіндуктор 
2, АІ-2) синтезується грампозитивни-
ми та грамнегативними бактеріями, 
регулює синтез факторів вірулентнос-
ті у Vibrio cholerae та Escherichia coli, 
споруляцію у Bacillus subtilis. Синта-
за АІ-2 – LuxS – кодується генами 
luxS; 

– АІ ароматичної природи (автоіндук-
тор-3, АІ-3) виявлені в E. coli, 
Enterobacter cloacae, Shigella, Salmo-
nella та Klebsiella. АІ-3 характерні 
для системи QS, яка регулює проце-
си адгезії мікроорганізмів до епітелі-
альних клітин, активує експресію 
генів flhDC-оперона, що контролю-
ють синтез джгутиків у бактерій. 

Системи QseCB та QseEF, окрім син-
тезу АІ-3, впливають на продукцію 
організмом господаря катехоламіно-
вих гормонів, зокрема, епінефрину/
норепінефрину (адреналіну/норадре-
наліну); 

– пептидні АІ – сигнальні молекули з 
тіолактонним кільцем, які синте-
зуються грампозитивними бактерія-
ми. Найвивченішою є QS система 
Staphylococcus aureus, що контролює 
процеси адгезії та колонізації мікро-
організмів, синтез токсинів, фермен-
тів тощо. У стафілококів виявлено  
4 типи пептидних АІ. Цікавим є 
факт, що кожен тип АІ, активуючи 
власний специфічний рецепторний 
білок, пригнічує активацію трьох 
інших типів [12–14]. 
Встановлено, що один вид бактерій 

може використовувати та розпізнава-
ти різні типи сигнальних молекул, а 
сама система QS може бути мішенню 
дії антимікробних лікарських препа-
ратів. 

Пошук сполук з вираженою антибі-
оплівковою активністю, здатних пору-
шувати QS-регуляцію патогенних бак-
терій, є важливим прикладним аспек-
том фундаментальних досліджень. 
Можливими механізмами впливу на 
систему QS може бути пригнічення 
синтезу АІ, порушення зв’язування АІ 
з рецепторними білками, розщеплення 

Рисунок. Роль системи Quorum sensing у формуванні біоплівок мікроорганізмами [12]
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сигнальних молекул, антагоністична 
дія відносно АІ тощо. Натепер відомо, 
що азитроміцин та аспірин здатні 
впливати на експресію генів QS, інгі-
бувати фактори вірулентності бакте-
рій, рухливість і плівкоутворення  
P. aeruginosa в умовах in vitro та in 
vivo [15–17]. Порушення біосинтезу 
урацилу 5-фторурацилом попереджує 
плівкоутворення синьогнійної палич-
ки, пригнічує синтез QS-факторів 
патогенності [18–19]. Нітрогліцерин 
запобігає зв’я зуванню АІ з рецепто-
ром, що призводить до пригнічення 
плівкоутворення P. aeruginosa, синте-
зу піоціаніну та протеаз [20]. Похідні 
фуранонів виявляють антагоністичну 
активність відносно АІ бактерій [13–
14]. Протимікробні властивості вияв-
лено також у антигельмінтного препа-
рату ніклозаміду (інгібує синтез QS – 
залежних сигнальних молекул AHL у 
P. Aeruginosa) [18, 21].

Клітини-персистери. За стресових 
умов частина мікробної популяції пере-
ходить у метаболічно інертний стан, 
який зумовлює стійкість біоплівок до 
антимікробних препаратів [22]. Субпо-
пуляція клітин-персистерів за геноти-
пом відповідає батьківській і виявля-
ється в будь-якій мікробній популяції в 
невеликій кількості (0,1–1,0 %), неза-
лежно від наявності стрес-факторів [23, 
24]. Натепер запропоновано два можли-
вих механізми переходу клітин мікро-
організмів у стан персистенції. 

Перший з них обумовлений сигналь-
ною системою загальної стресової від-
повіді (SOS-відповідь) з вторинним 
месенджером (алармоном) гуанозину 
поліфосфатом – (p)ppGp. Внаслідок 
ушкодження мікробних клітин субле-
тальними концентраціями антимікроб-
них засобів активується зазначена сиг-
нальна система, збільшується внутріш-
ньоклітинний рівень (p)ppGp, що сти-
мулює перехід клітин у персистуючий 
стан [25].

Другий механізм полягає в синтезі 
клітиною певного токсину (білок), який 
порушує трансляцію інших білків або 
деградацію РНК і блокатора його дії – 
антитоксину (РНК або білок). Система 
«токсин-антитоксин» (ТА) контролює 
ріст і метаболізм бактерій. Так, Lon-

протеаза розпізнає та зумовлює деструк-
цію агрегованих білків, сприяє дегра-
дації антитоксинів білкової природи й 
активації мРНК-ендонуклеаз [26]. 

За дії антимікробного агента (чи 
іншого стресора) активується синтез 
токсину, пригнічується синтез анти-
токсину та блокується певна мішень – 
метаболічний процес, що призводить до 
переходу клітин у стан спокою [22, 27, 
28]. Так, гіперпродукція токсину RelE 
супроводжується збільшенням клітин-
персистерів у популяції в 10 000 разів 
(з 0,1 % до 100 %) [29]. За відсутності 
стресора синтез антитоксину понов-
люється, токсин інактивується, що 
призводить до відновлення росту бакте-
рій [26].

ТА-система активується під впли-
вом стресу, відповідь на який розпо-
всюджується за допомогою «алармо-
ну» (p)ppGpp, що синтезується в разі 
активації токсинів RelA і SpoT. За 
його взаємодії з РНК-полімеразою 
відбувається зміна транскрипції та 
пригнічення синтезу білка. Також 
(p)ppGpp безпосередньо пригнічує 
реплікацію ДНК у клітинах мікроор-
ганізмів [22, 25]. Недоліком гіпотез 
щодо участі ТА-систем в утворенні 
клітин-персистерів є одночасне набут-
тя стійкості до багатьох антибактері-
альних факторів, у тому числі й до 
фізико-хімічних. Тому формуванні 
персистентності має забезпечуватись 
або токсином, який блокує дуже вели-
ку кількість мішеней, або кількома 
ТА-системами одночасно [28]. 

Стимулюють утворення клітин-пер-
систерів речовини, що знижують мета-
болічну активність клітин, серед яких 
інгібітори синтезу білка (тетрациклін, 
рифампіцин), метаболізму фосфатів, 
синтезу АТФ і дихання клітин [30]. 
Саме з цим пов’язана увага науковців 
на дослідження антибіоплівкової дії 
нових сполук і препаратів, здатних 
впливати на енергетичні або метаболіч-
ні процеси в клітинах, а також на речо-
вини, що не потребують метаболічно 
активної мішені. Прикладом є проти-
туберкульозний препарат піразинамід 
(PZA), цистеїн, ретиноїди. Встановле-
но, що піразинамід виснажує енергію 
мембрани Mycobacterium tuberculosis та 

Фармакологія та лікарська токсикологія, Том 13, № 5/2019
ISSN 2227-7943. Pharmacology and Drug Toxicology, 2019, 13 (5), 311–321



315

інгібує транс-трансляцію в клітинах-
персистерах [31], цистеїн і деякі тіол-
вмісні сполуки – стимулюють дихання 
бактеріальних клітин [32], ретиноїди 
(похідні вітаміну А) – виявляють 
активність щодо персистерів за раху-
нок зв’язування з фосфоліпідами мемб-
ран грампозитивних бактерій, що при-
зводить до порушення структури мемб-
рани [33]. Експериментально доведено, 
що деякі сполуки сприяють реверсії 
персистерів грамнегативних бактерій у 
метаболічно активні клітини за раху-
нок посилення активності дихання, 
зміни структури білків і підвищення 
експресії окремих генів. Такі власти-
вості виявлено в цис-2-деканової (або 
деценової) кислоти [34]. Встановлено, 
що підвищувати чутливість персистерів 
до дії антимікробних засобів здатні 
фуранони – інгібітори QS [35]. Пер-
спективними антимікробними засобами 
можуть бути комбінації відомих АМП з 
пептидами. Так, тобраміцин, модифіко-
ваний Pen-пептидом, викликає заги-
бель клітин-персистерів, обумовлену 
порушенням структури мембрани [36]. 

З метою подолання стійкості біоплі-
вок окрім пошуку таргетних молекул 
також розглядають можливість засто-
сування неантимікробних препаратів, 
створення молекул, подібних до білків 
людини та мікроорганізмів, а також 
застосування вірусів бактерій – бакте-
ріофагів. 

Активність неантимікробних пре-
паратів відносно біоплівок бактерій. 
Неантимікробні препарати, зокрема, 
нестероїдні протизапальні засоби, про-
типухлинні, антигельмінтні, гіполіпі-
демічні препарати в терапевтичних 
концентраціях окрім первинного фар-
макодинамічного ефекту здатні вияв-
ляти антимікробну дію щодо планктон-
них мікроорганізмів і біоплівок. Спе-
цифічна антибіоплівкова дія цих лікар-
ських засобів пов’язана з порушенням 
рухливості й адгезії. 

Так, антибіоплівкова активність 
виявлена також у муколітичного засобу 
N-ацетилцистеїну. Механізм антибіо-
плівкової активності зумовлений впли-
вом на матрикс біоплівки (порушення 
синтезу екзополісахариду). Встановле-
но, що до дії N-ацетилцистеїну чутливі 

як метицилін-чутливі, так і метицилін-
резистентні штами Staphylococcus 
epidermidis [37]. Ацетилцистеїн збіль-
шує ефективність ципрофлоксацину 
відносно катетер-асоційованих біоплі-
вок синьогнійної палички [38].

Саліцилова кислота та її похідні інгі-
бують рухливість і плівкоутворення  
P. aeruginosa [38, 39], у терапевтичних 
дозах – запобігають адгезії бактерій, у 
разі збільшення концентрації – пригні-
чують синтез адгезинів S. epidermidis, 
продукцію фімбрій і гемаглютиніну  
E. coli [38, 40, 41]. 

Протизапальний препарат диклофе-
нак натрію виявляє широкий спектр 
антибактеріальної дії, зокрема й анти-
біоплівкову активність, пригнічує син-
тез факторів вірулентності та різні 
типи рухливості P. aeruginosa [42–44].

Ібупрофен характеризується актив-
ністю відносно біоплівок S. aureus і  
E. coli, пригнічує плівкоутворення на 
катетерах [44, 45] та значно зменшує 
адгезію E. coli до клітин епітелію сечо-
вих шляхів, що пов’язане з впливом на 
продукцію фімбрій і зміною гідрофоб-
ності кишкової палички [40].

Протипухлинний засіб з групи анти-
метаболітів 5-фторурацил виявляє 
антимікробну дію відносно S. aureus і 
S. epidermidis, пригнічує синтез факто-
рів вірулентності, рухливість і плівко-
утворення P. aeruginosa та E. coli, 
застосовується для обробки катетерів у 
разі катетер-асоційованих інфекцій 
[18, 19].

Симвастатин (препарат, який зни-
жує рівень холестерину та тригліцери-
дів) виявляє бактерицидну та бактеріо-
статичну активність щодо метицилін-
чутливих (MSSA) і метицилін-резис-
тентних (MRSA) штамів S. aureus, при-
гнічує адгезію, продукцію екзополіса-
харидів і плівкоутворення в стафілоко-
ків [46], проявляє антибіоплівкову 
активність відносно P. aeruginosa [18], 
Candida spp. і Cryptococcus spp. [47].

Нейролептик групи похідних фено-
тіазину – хлорпромазин здатен інгібува-
ти ефлюксні помпи та плівкоутворення 
E. coli, P. aeruginosa та S. aureus [48].

Взаємодія імунної системи та біо-
плівок. Мікроорганізми в складі біоплі-
вок характеризуються стійкістю до 
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ефекторів імунної системи організму. 
Позаклітинний матрикс біоплівок пере-
шкоджає розпізнаванню патогенів, 
фагоцитозу та активації імунних клі-
тин [49]. 

Імунна система макроорганізму харак-
теризується складною взаємодією з біо-
плівками мікроорганізмів, сьогодні 
спостерігаються лише окремі випадки 
двостороннього «нападу» і «захисту», 
які неможливо спрогнозувати [50]. Клі-
тини імунної системи здатні розпізна-
вати компоненти матриксу біоплівок  
P. aeruginosa, позаклітинну ДНК і сиг-
нальні молекули QS – гомосеринлакто-
ни [51]. У дослідженнях in vitro вста-
новлено, що лейкоцити здатні проника-
ти всередину молодих і зрілих біоплівок 
S. aureus [52, 53], нейтрофіли – попе-
реджувати плівкоутворення та руйнува-
ти матрикс зрілих стафілококових біо-
плівок [50], макрофаги – ак  тив ні від-
носно біоплівок P. aeruginosa, у матрик-
сі яких відсутній альгінат [51].

З другого боку, імунна відповідь 
організму господаря може сприяти 
росту та дозріванню біоплівок, а також 
стати причиною пошкодження тканин 
макроорганізму. Наприклад, нейтрофі-
ли адгезуються на поверхні біоплівки 
зі збереженням фагоцитарної активнос-
ті, проте, фагоцитоз супроводжується 
зниженою інтенсивністю «респіратор-
ного вибуху», що перешкоджає руйну-
ванню мікробних біоплівок і сприяє 
некрозу імунних клітин. Мікроорганіз-
ми можуть використовувати залишки 
некротизованих клітин як субстрат, що 
призводить до стимуляції плівкоутво-
рення та збільшення кількості бактері-
альних клітин. 

Окрім імунної системи від негатив-
ної дії збудників організм людини 
захищають понад 100 антимікробних 
пептидів і білків у тканинах та орга-
нах, основними з яких є кателіцидини, 
дефензини, дермцидини, гепцидини, 
РНКази та гістатини [54, 55]. 

Так, кателіцидин LL-37 виявляє 
активність щодо бактерій і грибів, віру-
сів і паразитів; регулює імунну відпо-
відь і загоювання ран; у низьких кон-
центраціях пригнічує адгезію та плів-
коутворення біоплівок стафілококів 
[56]. 

Антимікробні пептиди. Антимікроб-
ні пептиди характеризуються широким 
спектром активності, низькою частотою 
виникнення бактеріальної резистентнос-
ті та специфічним механізмом дії, який 
включає утворення пор у цитоплазма-
тичній мембрані. Їхня ефективність під-
тверджена в моделях in vivo, терапев-
тичне застосування забезпечується ста-
більністю в широкому діапазоні рН і 
температур, низькою токсичністю для 
еукаріотичних клітин. 

Пептиди виявляють антибіоплівкову 
активність у низьких концентраціях, 
їхній механізм дії пов’язаний з впли-
вом на адгезію та рухливість, із моду-
ляцією імунної відповіді макроорганіз-
му на формування біоплівок і впливом 
на систему QS. За взаємодії пептидів з 
поверхнею бактерій порушується між-
клітинна комунікація, з компонентами 
матриксу – структура біоплівки. Анти-
мікробні пептиди можуть впливати на 
еДНК, альгінат (компонент матриксу  
P. aeruginosa), PIA/PNAG і Bap-білок 
(компоненти матриксу S. aureus).

Сьогодні АМП вивчаються в доклі-
нічних і клінічних випробуваннях для 
застосування за умов катетер-асоційо-
ваних і ранових інфекцій, а також 
муковісцидозу, а саме: 
– даптоміцин (препарат «Кубіцин») – 

ліпопептид, зареєстрований в Украї-
ні в 2014 році для застосування в 
разі інфекцій, спричинених грампо-
зитивними мікроорганізмами, ендо-
кардиту, інфекцій шкіри та м’яких 
тканин, бактеріємії, у комбінованій 
терапії; 

– оритаванцин, напівсинтетичний ліпо-
глікопептид застосовується в разі 
тяжких інфекційних процесів, викли-
каних грампозитивною флорою, 
активний відносно метицилінчутли-
вих (MSSA), метицилінрезистентних 
(MRSA) і ванкоміцинрезистентних 
штамів (VRSA) S. aureus; 

– оміганан – розробляється як препа-
рат для застосування при дермати-
тах, акне, розацеа (фаза ІІ і ІІІ); 

– пексиганан – синтетичний пептид, 
був розроблений як новий місцевий 
антибіотик широкого спектра дії для 
лікування пацієнтів з легким і помір-
ним перебігом інфекцій в осіб з син-
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дромом діабетичної стопи (фаза ІІІ); 
– поліміксини – пептидні антибіотики, 

які використовуються як препарати 
останньої лінії за бактеріальних 
інфекцій, викликаних грамнегатив-
ними бактеріями [57, 58]. 
Пептидні антибіотики даптоміцин 

(ліпопептид) і тейкопланін (глікопеп-
тид) у дослідженнях in vitro показали 
синергічний ефект з антибіотиками від-
носно біоплівок, сформованих MRSA: 
даптоміцин з тейкопланіном, азитромі-
цином, лінезолідом і ципрофлоксаци-
ном; тейкопланін з ципрофлоксацином 
й азитроміцином. Синергічна дія пеп-
тидів та антибіотиків може бути зумов-
лена різними механізмами дії препара-
тів [59]. 

Бактеріофаги. Бактеріофаги є віру-
сами, які можуть інфікувати бактерії 
двома різними шляхами: літичним і 
лізогенним. Антибактеріальні власти-
вості бактеріофагів пов’язують з літич-
ним циклом, який закінчується заги-
беллю бактерій-господарів внаслідок 
лізису й вивільненням нових фагів. У 
лізогенному циклі генетичний матеріал 
фага вбудовується в бактеріальну хро-
мосому (профаг) з наступним виживан-
ням клітин-господарів [60]. 

Бактеріофаги по-іншому діють на 
бактеріальні біоплівки, ніж хімічні 
препарати або біоциди. За допомогою 
літичних ферментів бактеріофаги здат-
ні швидко руйнувати клітинну стінку 
бактерій і проникати в біоплівки [61]. 

Механізми взаємодії бактеріофагів з 
біоплівками наступні: 
– бактеріофаги реплікуються в кліти-

нах-хазяїна, що призводить до лока-
лізованого збільшення кількості 
бактеріофагів (ампліфікація). Роз-
множуючись всередині біоплівки та 

усуваючи бактерії, що продукують 
EPS, бактеріо фаги поступово її руй-
нують і зменшують потенціал для 
регенерації;

– бактеріофаги проникають і залиша-
ються всередині клітин-персистерів, 
активуються після реверсії бактерій 
до метаболічно активного стану та 
призводять до їхньої загибелі [62];

– віруси можуть вловлювати, інтерпре-
тувати сигнали QS-системи (фаг 
VP882) та запускати літичний цикл 
у відповідь на певні хімічні сигнали 
[63].
Таким чином, проведений аналіз 

літературних джерел дозволив зробити 
висновок, що біоплівка є гетерогенною 
багатоклітинною структурою, стій-
кість якої до впливу зовнішніх факто-
рів (у тому числі антимікробних речо-
вин) визначається будовою позаклі-
тинного матриксу, наявністю сигналь-
ної системи (Quorum sensing), а також 
здатністю до переходу в метаболічно 
неактивний стан. Для підвищення 
ефективності антимікробної терапії 
біоплівкових інфекцій перспективни-
ми є речовини, які руйнують позаклі-
тинний матрикс або підвищують його 
проникність, впливають на систему 
Quorum sensing, на метаболічно неак-
тивні клітини або викликають їхню 
реверсію до активного стану. Нині 
здійснюється оцінка антибіоплівкової 
активності препаратів різних фармако-
терапевтичних груп.

Цей огляд може бути підґрунтям для 
дослідників, які прагнуть досліджува-
ти антибіоплівкові властивості нових 
речовин і розробляти потенційні лікар-
ські засоби. 
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Н. О. Вринчану, Д.М. Дудікова, Н. І. Гринчук, В. В. Недашківська
Біоплівки. Сучасний стан і перспективи антимікробної терапії
Огляд присвячений аналізу сучасних даних щодо механізмів стійкості біоплівок до антимікробних 

засобів та пошуку нових активних речовин з антибіоплівковою активністю. 
Проведений аналіз літературних джерел показав, що біоплівка є гетерогенною багатоклітинною 

структурою, стійкість якої до впливу зовнішніх факторів (у т. ч. антимікробних речовин) визначається 
будовою позаклітинного матриксу, наявністю сигнальної системи (Quorum sensing), а також здатніс-
тю до переходу в метаболічно неактивний стан. Для підвищення ефективності антибіоплівкової 
терапії як перспективні розглядають речовини, які: 1) руйнують позаклітинний матрикс або підвищу-
ють його проникність; 2) впливають на систему Quorum sensing і синтез автоіндукторів; 3) впливають 
на метаболічно неактивні клітини або викликають їхню реверсію до активного стану. З метою подо-
лання стійкості біоплівок окрім пошуку таргетних молекул також розглядають можливість застосу-
вання не антимікробних препаратів, створення молекул, подібних до білків людини та мікроорганіз-
мів, а також застосування вірусів бактерій – бактеріофагів. 

Цей огляд може бути підґрунтям для дослідників, які прагнуть вивчати антибіоплівкові властивості 
нових речовин і розробляти потенційні лікарські засоби. 

Ключові слова: біоплівки, антибіотикорезистентність, Quorum sensing, персистери

Н. А. Врынчану, Д. М. Дудикова, Н. И. Гринчук, В. В. Недашковская
Биопленки. Современное состояние и перспективы антимикробной терапии 
Обзор посвящен анализу современных данных о механизмах устойчивости биопленок к антими-

кробным средствам и поиску новых веществ, активных в отношении биопленок. 
Проведенный анализ литературных источников показал, что биопленка является гетерогенной 

многоклеточной структурой, устойчивость которой к внешним факторам (в том числе антимикроб-
ным веществам) определяется строением внеклеточного матрикса, наличием сигнальной системы 
(Quorum sensing), а также способностью переходить в метаболически неактивное состояние. Для 
повышения эффективности антибиопленочной терапии как перспективные рассматривают вещест-
ва, которые: 1) разрушают внеклеточный матрикс либо повышают его проницаемость; 2) ингибиру-
ют систему Quorum sensing и влияют на синтез аутоиндукторов; 3) влияют на метаболически неак-
тивные клетки либо вызывают их реверсию в активное состояние. С целью преодоления устойчиво-
сти биопленок кроме таргетных молекул также рассматривают возможность применения не анти-
микробных препаратов, создание молекул, подобных белкам человека и микроорганизмов, а также 
использование вирусов бактерий – бактериофагов. 

Данный обзор адресован исследователям, которые изучают антибиопленочные свойства новых 
веществ и разрабатывают потенциальные лекарственные средства. 

Ключевые слова: биопленки, антибиотикорезистентность, Quorum sensing, персистеры

N. O. Vrynchanu, D. M. Dudikova, N. I. Hrynchuk, V. V. Nedashkivska
Biofilms. The current status and prospects of antimicrobial therapy 
The review focuses on the analysis of current data on the mechanisms of biofilm resistance to 

antimicrobial agents and the search for new substances with antibiofilm activity.
Based on data in the literature we showed that biofilm is heterogeneous multicellular structure, whose 

resistance to external factors (including antimicrobial substances) is due to the structure of the extracellular 
matrix, the presence of a signal system (Quorum sensing), and the level of metabolic activity inside the 
biofilm. The effectiveness of antibiofilm therapy could be increased by substances that (1) destroy the 
extracellular matrix or increase its permeability; (2) inhibit the Quorum sensing system and affect the 
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synthesis of autoinductors; (3) are active against the metabolically inactive cells or cause their reversion to 
an active state. In order to overcome the resistance of bacterial biofilms the targeted molecules are used. 
In addition, other means are also being considered: the non-antimicrobial agents, the molecules similar to 
human proteins and microorganisms, and the bacteriophages.

This review can serve as a useful starting point for researchers who study the antibiofilm properties of 
new substances and develop potential drugs.

Key words: biofilms, antibiotic resistance, Quorum sensing, persisters
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Ключові слова: Іфітиніб, карцинома 
Герена, ДНК, РНК, фрагментація, 
антиоксидантна система

Одне з провідних місць серед існую-
чих методів лікування онкологічних 
хворих займає хіміотерапія [1]. ЇЇ 
застосовують як самостійний метод або 
як компонент комплексного лікування. 
Інтенсивний пошук нових високоефек-
тивних протипухлинних препаратів є 
однією з найнагальніших проблем 
сучасної онкофармакології.

Однак призначення протипухлинних 
засобів пов’язане з низкою суттєвих 
проблем [2]. Одна з них полягає в 
неспецифічності дії протипухлинних 
препаратів і високій токсичності щодо 
органів і тканин, неуражених пухли-
ною [3, 4], зокрема, наявністю в них 
серйозної кардіо-, нефро- та нейроток-
сичності [5]. Ситуація ускладнюється 
тією обставиною, що більшість дослі-
джень з онкофармакології традиційно 
фокусувалось на виявленні специфічної 
дії протипухлинних засобів стосовно 
тканин саме пухлин, тоді як на стан 
прилеглих тканин, які не були захо-
плені інвазією пухлини, звертали мало 
уваги. Вивчення біохімічних змін у 
цих тканинах проводилось не систем-
но, наявні розрізнені дані, в основному 
одержані в ході токсикологічних випро-
бувань.

У той самий час навіть наявні резуль-
тати [3–5] свідчать, що неспецифічна 
дія протипухлинної хіміотерапії на 

прилеглі до пухлини тканини сама по 
собі здатна погіршити стан організму 
додатково до наслідків розвитку нео-
пластичного процесу в ньому і, навіть, 
справити вирішальну роль у виживанні 
організму.

У зв’язку з усім вищезгаданим акту-
альним є проведення паралельних 
досліджень впливу нових протипух-
линних засобів на етапі доклінічних 
випробувань як на пухлини, так і на 
тканини того самого організму, які не 
уражені неопластичними змінами, для 
подальшої оптимізації хіміотерапії.

Мета дослідження – вивчити вплив 
Іфітинібу на ДНК, РНК, білки хрома-
тину, процеси фрагментації ДНК, вміст 
небілкових і пов’язаних з білками 
SH-груп у карциномі Герена та незмі-
нених тканинах матки.

Матеріали та методи. Дослідження 
впливу Іфітинібу проводили на білих 
щурах-самицях лінії Вістар масою 
150–250 г, вирощених у віварії ДУ 
«Інститут фармакології та токсикології 
НАМНУ». Тварин утримували на стан-
дартному харчовому раціоні за умов 
вільного доступу до води. План дослі-
джень був розглянутий і схвалений 
Комітетом з біоетики ДУ «Інститут 
фармакології та токсикології НАМНУ». 
Усі процедури, що пов’язані з гуман-
ним поводженням із тваринами та 
їхнім використанням у експериментах, 
були дотримані. Тварин розподіляли на 
групи за методом рандомізації з попе-
реднім карантином протягом 7 діб. 

УДК 615.9 + 615.5 + 661.12 + 616.006.4 + 615.7 https://doi.org/10.33250.13.05.322
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Іфітиніб було синтезовано у відділі 
медичної хімії ДУ «Інститут фармако-
логії та токсикології НАМНУ».

Вплив Іфітинібу на складові хрома-
тину та стан антиоксидантної системи 
вивчали за умов експериментальної 
моделі карциноми Герена, яку одер-
жували шляхом трансплантації тва-
ринам за стандартними методами [6]. 
Тварини були розподілені за методом 
рандомізації на 3 групи по 6 тварин у 
кожній: 1 – інтактні щури; 2 – нега-
тивний контроль (карцинома Герена); 
3 – карцинома Герена + 29,93 мг/кг 
Іфітинібу. Структурну формулу Іфіти-
нібу надано на рисунку 1.

Тваринам ІІІ групи перорально вво-
дили Іфітиніб, а щурам І і ІІ груп – від-
повідний об’єм 0,9 % водного розчину 
хлориду натрію. Введення проводили 
кожні 48 год, розпочинаючи з наступ-
ної доби після трансплантації карцино-
ми Герена, протягом двох тижнів. На 
15 добу експерименту (після 24 год 
голодування) тварин зважували, потім 
під легким ефірним наркозом у них 
брали кров зі стегнової вени, знежив-
лювали методом цервікальної дислока-
ції й вилучали пухлини та відповідні 
тканини без неопластичних змін для 
подальших досліджень.

Заморожені в рідкому азоті тканини 
гомогенізували та виділяли геномну 
ДНК, РНК і білки [7].

Для виділення нуклеїнових кислот 
гомогенізацію зразка (50 мкг) проводи-
ли в 1 мл TRI-реагенту («Sigma», 
США), після чого додавали 200 мкл 
хлороформу, струшували й залиша-
ли стояти за кімнатної температури 
протягом 15 хв. Далі центрифугува-

ли (12 000 g, 2 °C, 15 хв), після чого 
розчин розділився на три фази: червону 
(білки), білу (містить ДНК) і безбарвну 
фазу (містить РНК). Фракції акуратно 
розшаровували окремо по пробіркам 
для очищення та визначення вмісту.

Для виділення РНК у мікропробірку 
з відібраною безбарвною фазою додава-
ли 0,5 мл ізопропанолу, відстоювали 
5–10 хв за кімнатної температури і 
центрифугували (12 000 g, 2 °C, 10 хв), 
зливали супернатант. До осаду додава-
ли 75 % етанол до об’єму 2 мл, центри-
фугували за 12 000 g, 2 °C, 5 хв, злива-
ли супернатант. Процедуру повторюва-
ли двічі. Одержаний зразок РНК вису-
шували та розводили в 100 мкл DEPC-
води. 

Для виділення ДНК в епендорф з 
відібраною фракцією додавали 0,3 мл 
100 % етанолу, відстоювали 2–3 хв за 
кімнатної температури, центрифугува-
ли (2000 g, 2 °C, 5 хв), зливали супер-
натант. До осаду додавали розчин  
0,1 моль/л цитрату натрію в 10 % ета-
нолі (2 мл), відстоювали 30 хв, центри-
фугували за тих самих умов, зливали 
супернатант. Осад промивали 2 рази в 
70 % етанолі, як зазначено вище, та 
висушували. Одержаний зразок ДНК 
висушували та розводили в 100 мкл 
DEPC-води.

Спектрофотометричне визначення 
концентрації ДНК і РНК проводили за 
загальноприйнятим методом [8]. Вимі-
рювали поглинання світла за довжини 
хвилі 260 нм. Розрахували концентра-
цію ДНК, використовуючи коефіцієнт 
перерахунку 6,5 за формулою:

СДНК [мкг/мл] = А260 6,5.

Аналогічно проводили визначення 
вмісту РНК і розрахували її концентра-
цію, використовуючи коефіцієнт пере-
рахунку 5,2 за формулою:

СРНК [мкг/мл] = А260 5,2.

Вміст гістонів визначали за модифіко-
ваним методом М. Г. Трудолюбової [9].

Для визначення ступеня фрагментації 
ДНК розчиняли у ТВЕ буфері (10 ммоль/л 
Tris-HCl і 1 ммоль/л EDTA, pH 8) і роз-
діляли в 2 % агарозному гелі 80В;  Рис. 1. Структурна формула Іфітинібу
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83 мA, 6 W, 2 год. Після завершення 
електрофорезу гелі забарвлювали роз-
чином бромистого етидію (5 мкг/мл) і 
фотографували в УФ-світлі за допомо-
гою системи GelDoc («BioRad», США) 
[10].

У гомогенатах тканин також визна-
чали вміст небілкових і пов’язаних з 
білками SH-груп [11].

Отримані дані представляли як 
середнє значення ± похибка середнього 
(M ± m). Статистичний аналіз резуль-
татів експерименту проводили з вико-
ристанням однофакторного дисперсій-
ного аналізу (ANOVA). Різницю між 
досліджуваними показниками вважали 
статистично вірогідною в разі р ≤ 0,05.

Результати та їх обговорення. Ушко-
дження будь-яких внутрішньоклітин-
них макромолекул (ДНК, РНК, протеї-
нів, ліпідів) внаслідок розвитку онколо-
гічного процесу може мати принципове 
значення для життєдіяльності клітини, 
а значні відхилення їхнього вмісту від 
нормального рівня – призводити до 
пошкодження клітини та її загибелі. 

ДНК – важлива молекулярна мішень 
для низки сполук, яка піддається 
летальному розщепленню індуковани-
ми ними ендонуклеазами [12]. Рівень і 
характер фрагментації ДНК є марке-

ром протікання процесів апоптозу в 
організмі [13]. 

Результати вивчення впливу пухли-
ни Герена та її лікування препаратом 
Іфітиніб на процеси фрагментації ДНК 
наведені на рисунку 2.

Як видно з фотографій електрофоре-
грам, як за умов розвитку пухлини, 
так і за умов введення препарату Іфіти-
ніб відбувається суттєва інтенсифіка-
ція процесів фрагментації ДНК у клі-
тинах. Це цілком відповідає даним 
інших авторів, які відзначали, що 
рівень фрагментації ДНК звичайно 
коливається в межах 5–8 % у здорово-
му організмі за нормальних умов, а за 
умов розвитку навіть передонкологіч-
ного процесу відбувається його значне 
посилення [14]. 

За умов розвитку пухлини Герена у 
наших експериментах кількість фраг-
ментів ДНК сягала 22. Із них фраг-
ментів із довжинами молекул від 1000 
пар основ до 500 пар основ було 10; 
фрагментів із довжинами молекул від 
500 пар основ до 200 пар основ – 5; 
фрагментів із довжинами молекул від 
200 пар основ до 20 пар – 7. Причому 
за вмістом переважали фрагменти 
ДНК із середніми розмірами (від 1000 
до 500 пар основ).

Рис. 2. Рівень фрагментації ДНК у тканині карциноми Герена (Б) та неуражених 
пухлиною тканинах матки (А) за умов введення щурам Іфітинібу

Примітка. 1 – інтактний контроль, 2 – тканина, яка неуражена пухлиною + Іфітиніб, 3 –карцинома 
Герена, 4 – карцинома Герена + Іфітиніб.

А Б
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Ці дані цілком узгоджуються з 
результатами інших авторів, зокрема, в 
експериментах на білих безпородних 
щурах-самцях масою 120–160 г [15] 
було показано, що пошкодження ДНК 
чітко корелювало з ростом карциноми 
Герена в експериментальних тварин.

Лікування препаратом Іфітиніб при-
зводило до деякого зменшення числа 
фрагментів ДНК у клітинах пухлини 
Герена – до 16 і зміни характеру самої 
фрагментації. Так, із цих 16 фрагментів 
з довжинами молекул від 1000 до 500 
пар основ було 3; фрагментів з довжина-
ми молекул від 500 до 200 пар основ 
було в середньому 5; фрагментів з 
довжинами молекул від 200 пар основ 
до 20 пар – 8. Причому за вмістом пере-
важали фрагменти ДНК із найменшими 
розмірами (від 200 до 20 пар основ).

У неуражених пухлинами тканинах 
введення Іфітинібу призводило до утво-
рення 12 фрагментів ДНК. Із цих 12 
фрагментів з довжинами молекул від 
1000 до 500 пар основ було 3; фрагмен-
тів з довжинами молекул від 500 до 
200 пар основ було в середньому – 2; 
фрагментів з довжинами молекул від 
200 пар основ до 20 пар – 7. Причому 
за вмістом переважали фрагменти ДНК 
з найменшими розмірами (від 200 до 20 
пар основ).

Результати визначення процента 
фрагментації ДНК в експериментальних 
тварин наведені в таблиці 1. Із наведе-
них даних видно, що як розвиток пух-
лини, так і саме введення препарату 
призводили до зростання процента 
фрагментації ДНК. Спостерігається 
певна тенденція до зниження відсотка 
фрагментації ДНК за умов лікування 
карциноми Герена препаратом Іфітиніб.

Відзначений нами вплив Іфітинібу 
на ДНК на тлі онкологічного процесу 
може бути пов’язаний з його здатністю 

спричиняти цитостатичний ефект на 
клітини пухлин, що супроводжується 
пригніченням їхньої мітотичної актив-
ності. Подібну активність має Етопо-
зид, що гальмує мітотичну активність 
клітин карциноми Герена, що прояв-
ляється через добу як у разі окремого 
застосування, так і в комбінації з опро-
міненням і супроводжується зростан-
ням числа клітин пухлини невеликого 
розміру [16]. У цьому разі апоптотична 
активність клітин гальмується. 

Не можна також виключати можли-
вість реалізації ефекту за рахунок взає-
модії з протеїнами з сімейства Bcl-2, 
що є ключовим регулятором залежного 
від мітохондрій апоптозу в клітині та 
включає як антиапоптотичні (Bcl-xL, 
Bcl-2, Bcl-w, A1, Mcl-1), так і проапоп-
тотичні (Bak, Bax, Bid, Bim, Bad, Bik, 
Bmf, Noxa, Puma) білки [17]. Такі влас-
тивості вже виявлені в низки хімічних 
сполук, що містять у своїй структурі 
орто-конденсовані системи (зокрема, 
карбацефами, гомотієнаміцини) [17]. 

Крім того, треба мати на увазі й існу-
вання шляху опосередкованого впливу 
цитостатика на процеси фрагментації 
ДНК. Показано, що критичним компо-
нентом сигналінгу в опромінених клі-
тинах є метаболіт сфінголіпідів – цера-
мід, який відіграє центральну роль у 
сигнальній трансдукції, у регуляції 
диференціювання клітин, арешті клі-
тинного циклу та бере участь в апопто-
зі [18]. Генерація цієї сполуки є важли-
вим етапом в індукції загибелі пухлин-
них клітин цитотоксичними агентами. 
Цитотоксичний ефект пов’язаний з 
активацією апоптозу через церамід-
опосередковані шляхи. 

Однак механізми накопичення, обмі-
ну сфінголіпідів за дії хіміопрепаратів, 
у яких превалює цитостатична, а не 
цитотоксична активність у пухлині, 

Показник

Експериментальна група
тканина 

матки  
(інтактний 
контроль)

неуражена тканина 
матки щурів з кар
циномою Герена + 

Іфітиніб

карцинома 
Герена  

(негативний 
контроль)

карцинома 
Герена +  
Іфітиніб

Фрагментація 
ДНК, % 11,92 45,34 61,99 53,43

Таблиця 1

 Процент фрагментації ДНК в експериментальних тварин
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залишаються маловивченими. Різними 
групами дослідників показано, що пре-
валювання цитостатичної чи цитоток-
сичної активності в різних препаратів, 
що застосовуються для хіміотерапії 
різних пухлин, сильно варіює як 
залежно від хімічної природи препара-
ту, так і від типу пухлини та поєднан-
ня препаратів у комбінації з радіоопро-
міненням [19]. 

Зокрема, Етопозид сам по собі послаб-
лює апоптотичну загибель клітин [16], 
а в поєднанні з радіоопроміненням – 
стимулює, так само, як і Таксотер [20]. 
Поєднана дія опромінення та цих хіміо-
препаратів є індуктором накопичення в 
тканині пухлини Герена активатора 
апоптозу ракових клітин цераміду, тоді 
як цисплатин активує сфінгомієліно-
вий шлях накопичення цераміду в пух-
линних клітинах.

Було досліджено вміст РНК, ДНК, 
співвідношення РНК/ДНК, вміст РНК 
відносно загального вмісту нуклеїнових 
кислот і вміст гістонів у пухлині Гере-
на й за лікування препаратом Іфітиніб.

Із наведених даних (табл. 2) видно, 
що статистично вірогідних змін ДНК за 
умов розвитку пухлини Герена та її 
лікування Інфітинібом не відзначалось 

ні у власне пухлинах, ні у тканинах, які 
не уражені неопластичними змінами. 
Відбувалось вірогідне зростання вмісту 
РНК, співвідношення РНК/ДНК, спів-
відношення РНК до загального вмісту 
нуклеїнових кислот у пухлині Герена 
як з лікуванням, так і без, тоді як у 
тканинах, які не уражені неопластични-
ми змінами, ці показники вірогідно не 
відрізнялися від інтактного контролю. 
Одночасно спостерігалося вірогідне зни-
ження вмісту гістонових білків за даних 
умов експерименту, що може свідчити 
про зменшення стабільності структури 
хроматину за пухлинного росту та хіміо-
терапії похідними хіназоліну.

Одержані результати цілком узгод-
жуються з даними літератури. Загалом 
відомо, що в нормальних соматичних 
клітинах кількість ДНК, основного 
носія генетичної інформації, є стабіль-
ною [20], тоді як кількість РНК, що 
безпосередньо бере участь у синтезі 
білка, змінюється залежно від віку, 
життєвої стадії, наявності захворювань 
й умов навколишнього середовища [20]. 
Таким чином, вважають, що клітини, 
які перебувають у стабільному стані, як 
правило, мають більш високі співвідно-
шення РНК/ДНК, ніж ті, які мають 

Показник

Експериментальна група
тканина 

матки 
(інтактний 
контроль)

неуражена тканина 
матки щурів з кар
циномою Герена + 

Іфітиніб

карцинома 
Герена (нега

тивний 
контроль)

карцинома 
Герена +  
Іфітиніб

Вміст РНК,  
мкг/мг білка 31,43 ± 3,57 28,28 ± 4,36#,& 90,92 ± 16,48* 82,37 ± 23,74*

Вміст ДНК,  
мкг/мг білка 105,37 ± 2,29 102,0 ± 46,0 98,68 ± 0,68 105,37 ± 2,28

Співвідношення 
РНК/ДНК, у. о. 0,30 ± 0,04 0,29 ± 0,04#,& 0,92 ± 0,16* 0,78 ± 0,23*

Співвідношення 
РНК і загального 
вмісту нуклеїно-
вих кислот, у. о.

0,23 ± 0,02 0,20 ± 0,03#,& 0,48 ± 0,04* 0,42 ± 0,08*

Гістони, мг/мг 
тканини 0,55 ± 0,02 0,46 ± 0,02* 0,33 ± 0,03* 0,48 ± 0,04#

Таблиця 2

 Вміст нуклеїнових кислот, їхні співвідношення та вміст гістонів  
у клітинах карциноми Герена і тканин матки без неопластичних змін  

за умов введення щурам тест-зразка Іфітинібу

Примітка. *р < 0,05 порівняно з інтактним контролем, #р < 0,05 порівняно з показником групи з пухли-
нами без введення препарату, &р < 0,05 порівняно з показником групи з пухлинами та введенням препарату.
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відхилення від норми [21]. З іншого 
боку, аналіз вмісту ДНК і РНК у нео-
пластичних клітинах [22] свідчить про 
зростання вмісту РНК і ДНК. Найбіль-
ші значення ДНК і РНК виявляють у 
метастазуючих карциномах (виключен-
ням є зниження кількості РНК у пухли-
нах середньої диференціації). Більше 
того, з переходом процесу метастазуван-
ня на наступний етап за умов зростання 
рівнів ДНК і РНК може знижуватись 
їхнє співвідношення. Збільшення кіль-
кості нуклеїнових кислот у ракових 
клітинах може свідчити про підвищен-
ня ризику розвитку пухлинних депози-
тів і закономірно зростає з кожним 
подальшим етапом метастазування [22].

Дані, що наведені в таблиці 2, демон-
струють незначну тенденцію до зрос-
тання вмісту ДНК і тенденцію до зни-
ження вмісту РНК та гістонів у резуль-
таті лікування карциноми Герена пре-
паратом Іфітиніб порівняно з нелікова-
ною пухлиною. Останнє, зокрема, може 
свідчити про включення механізмів 
гальмування мітотичного циклу [23] у 

клітинах пухлини під дією Іфітинібу, 
що є додатковим підтвердженням 
нашого припущення щодо переважання 
цитостатичного ефекту цього препарату 
за його дії на пухлинні клітини. Одно-
часно нами виявлено тенденцію до зни-
ження співвідношення РНК/ДНК і 
РНК/(РНК + ДНК). Ми в даному випад-
ку розглядаємо цей феномен як пози-
тивний, оскільки відношення вмісту 
РНК до загального вмісту нуклеїнових 
кислот [αr = РНК / (РНК + ДНК)] 
забезпечує чутливий аналіз будь-яких 
відхилень від збалансованого клітинно-
го росту [24]. Таким чином, на нашу 
думку, подібні результати можуть свід-
чити про порушення зростання нео-
пластичних клітин внаслідок застосу-
вання досліджуваного агента. 

Характер змін досліджуваних показ-
ників у тканинах без неопластичних 
процесів свідчить про аналогічну дію 
даного препарату як на пухлини, так і 
на неушкоджені клітини.

На рисунку 3 наведено результати 
дослідження вмісту небілкових і 

Рис. 3. Вміст небілкових і пов’язаних з білками SH-груп у тканині карциноми Герена (Б) і неураже-
них пухлиною тканинах матки (А) за умов введення щурам Іфітинібу, мкмоль/г тканини

А

Б
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пов’язаних з білками SH-груп у тка-
нині карциноми Герена та неураже-
них пухлиною тканинах за умов вве-
дення щурам Іфітинібу. За умов роз-
витку карциноми Герена відбуваєть-
ся суттєве зниження вмісту небілко-
вих і пов’язаних з білками SH-груп, 
що не може не позначитись на стані 
систем антиоксидантного захисту 
клітин організму [25]. Лікування 
Іфітинібом дозволяє частково норма-
лізувати ці показники. Цікаво, що 
на відміну від тканини пухлини в 
неуражених пухлиною тканинах 
вірогідний ефект досліджуваного 
препарату відсутній, що може вказу-
вати на наявність специфічного не 
лише цитостатичного, але й опосе-
редкованого впливом на системи 

антиоксидантного захисту ефекту 
Іфітинібу на карциному Герена.

Висновки
Вивчення впливу Іфітинібу на ДНК, 
РНК, білки хроматину, процеси фраг-
ментації ДНК, вміст небілкових і 
пов’язаних з білками SH-груп у карци-
номі Герена та незмінених тканинах 
матки показало, що даний препарат 
вірогідно змінював більшість досліджу-
ваних показників як порівняно з інтакт-
ними тваринами, так і з карциномою 
Герена без лікування. При цьому спе-
цифічність впливу Іфітинібу на кліти-
ни пухлин була найвираженішою у 
випадку ДНК-фрагментації та змін 
вмісту небілкових і пов’язаних з білка-
ми SH-груп. 
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Л. Б. Бондаренко, Т. А. Карацуба, О. О. Хавич, Г. М. Шаяхметова,  
Н. І. Шарикіна, В. М. Коваленко, Р. О. Стратійчук, А. А. Коновалов,  
М. М. Калачінська 
Вплив Іфітинібу на складові хроматину та стан антиоксидантної системи в 
карциномі Герена та незмінених тканинах матки
Неспецифічна дія протипухлинної хіміотерапії на прилеглі до пухлини тканини сама по собі здатна 

погіршити стан організму додатково до наслідків розвитку неопластичного процесу і навіть справити 
вирішальну роль у виживанні організму. Тому актуальним є проведення паралельних досліджень 
впливу нових протипухлинних засобів на етапі доклінічних випробувань як на пухлини, так і на ткани-
ни того самого організму, які неуражені неопластичним процесом, для подальшої оптимізації хіміо-
терапії. 

Мета дослідження – вивчити вплив Іфітинібу на ДНК, РНК, білки хроматину, процеси фрагментації 
ДНК, вміст небілкових і пов’язаних з білками SH-груп у карциномі Герена та незмінених тканинах 
матки. 

Дослідження впливу Іфітинібу проводили на білих щурах-самицях лінії Вістар. Тварини були роз-
поділені за методом рандомізації на 3 групи по 6 тварин у кожній: 1 – інтактні щури, 2 – негативний 
контроль (карцинома Герена), 3 – карцинома Герена + 29,93 мг/кг Іфітинібу.

Вивчення впливу Іфітинібу на ДНК, РНК, білки хроматину, процеси фрагментації ДНК, вміст небіл-
кових і пов’язаних з білками SH-груп у карциномі Герена та незмінених тканинах матки показало, що 
даний препарат вірогідно змінював більшість досліджуваних показників як порівняно з інтактними 
тваринами, так і з карциномою Герена без лікування. Специфічність впливу Іфітинібу на клітини пух-
лин була найвираженішою у випадку ДНК-фрагментації та змін вмісту небілкових і пов’язаних з біл-
ками SH-груп. 

Ключові слова: Іфітиніб, карцинома Герена, ДНК, РНК, фрагментація, антиоксидантна система

Л. Б. Бондаренко, Т. А. Карацуба, О. А. Хавич, А. М. Шаяхметова,  
Н. И. Шарыкина, В. Н. Коваленко, Р. А. Стратийчук, А. А. Коновалов,  
М. Н. Калачинская 
Влияние Ифитиниба на составляющие хроматина и состояние 
антиоксидантной системы в карциноме Герена и неизмененных тканях матки
Неспецифическое действие противоопухолевой химиотерапии на прилегающие к опухоли ткани 

само по себе способно ухудшить состояние организма дополнительно к последствиям развития 
неопластического процесса в нем и даже оказать решающую роль в выживании организма. Поэто-
му актуальным является проведение параллельных исследований влияния новых противоопухоле-
вых средств на этапе доклинических испытаний как на опухоли, так и на ткани того же самого орга-
низма, непораженные неопластическими изменениями, для дальнейшей оптимизации химиотерапии. 
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Цель исследования – изучить влияние Ифитиниба на ДНК, РНК, белки хроматина, процессы 
фрагментации ДНК, содержание небелковых и связанных с белками SH-групп в карциноме Герена 
и неизмененных тканях матки. 

Исследование влияния Ифитиниба проводили на белых крысах-самках линии Вистар. Животные 
были рандомизированы на 3 группы по 6 животных в каждой: 1 – интактные крысы, 2 – отрицатель-
ный контроль (карцинома Герена), 3 – карцинома Герена + 29,93 мг/кг Ифитиниба. 

Изучение влияния Ифитиниба на ДНК, РНК, белки хроматина, процессы фрагментации ДНК, 
содержание небелковых и связанных с белками SH-групп в карциноме Герена и неизмененных тка-
нях матки показало, что данный препарат достоверно менял большинство исследуемых показате-
лей как по сравнению с интактными животными, так и с карциномой Герена без лечения. При этом 
специфичность влияния Ифитиниба на клетки опухолей была наиболее выражена в случае ДНК-
фрагментации и изменений содержания небелковых и связанных с белками SH-групп. 

Ключевые слова: Ифитиниб, карцинома Герена, ДНК, РНК, фрагментация, антиоксидантная 
система

L. B. Bondarenko, T. A. Karatsuba, O. O. Khavich, G. M. Shayakhmetova,  
N. I. Sharykina, V. M. Kovalenko, R. O. Stratіychuk, A. A. Konovalov,  
M. M. Kalachinska 
The effect of Ifitinib on chromatin components and antioxidant system in Guerin's 
carcinoma and unchanged uterine tissues
The non-specific effect of antitumor chemotherapy on the tissue adjacent to the tumor itself can 

worsen the organism’s state additionally to the consequences of neoplastic process development and 
even may have a decisive role in the survival of the whole organism. Therefore, it is relevant to conduct 
parallel studies of the effect of new antitumor agents at the stage of preclinical trials on both tumors and 
tissues that are not affected by neoplastic changes in order to further optimization of chemotherapy. 

Objective: to study the effect of Ifitinib on DNA, RNA, chromatin proteins, DNA fragmentation pro-
cesses, the content of non-protein and protein-associated SH-groups in Guerin's carcinoma and 
unchanged uterine tissues. 

A study was carried out on white Wistar female rats. Animals were randomized into 3 groups of 6 animals 
each: 1 – intact rats; 2 – negative control (Guerin's carcinoma) 3 – Guerin's carcinoma + 29.93 mg / kg 
Ifitinib. A study of Ifitinib effects on DNA, RNA, chromatin proteins, DNA fragmentation processes, the 
content of non-protein and protein-associated SH groups in Guerin's carcinoma and unchanged uterine 
tissues showed that this drug significantly changed the majority of the studied parameters both in com-
parison with intact animals and with Guerin's carcinoma without treatment. Moreover, the specificity of 
Ifitinib influence on tumor cells was most pronounced in the case of DNA fragmentation and changes in the 
content of non-protein and protein-associated SH-groups. 

Key words: Ifitinib, Guerin's carcinoma, DNA, RNA, fragmentation, antioxidant system
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Кey words: anticancer activity, 5-fluorouracil, 
derivatives of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-
chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid, PC-3 prostate cancer cells

Prostate gland cancer is one of the 
most widespread malignant diseases in 
men. More than 600 000 new cases of 
this disease are registered annually [1]. 
Medics associate this with improvement 
in methodology of screening, aimed at 
detecting prostate cancer on early stages, 
which are mandatory at certain age [2]. 
Important factors of disease risk are age 
(nearly 80 % of cases – are in men, older 
than 60), stress, which weaken immune 
system, excessively high-calorie foods, 
hereditary causes. Lack of testosterone 
and vitamin D plays an important role 
too [3]. There are references in literature 
about significant ethnic variability in 
cases of prostate cancer in the world. 
Interesting, that tendency in values per-
sists in men of different skin colors on 
all continents [4].

Methods of treatment depend on fac-
tors, such as stage of disease, tumor 
growth intensity, presence of metasta-
ses and possible complications, etc. 
However, plans of prostate cancer treat-
ment in the world practice change, as 
consequence of new medicines addition 
on the pharmaceutical market, such as 
arbitaron acetate, docetaxel, enzaluma-
tid [4].

In last 10 years in Ukraine there is 
observed upward trend in number of 
prostate cancer cases among male popu-
lation. Disease progresses slowly and 
symptoms appear on 3–4 stages. Lethal 
cases are 41 on 100 thousands of people 
[5]. This is why creation of new locally 
produced antitumor agents is an urgent 
task of pharmacy.

Agent from group of antagonists, 
5-fluorouracil, is used as a standard for 
comparison of antitumor activity of 
new perspective compounds. It inhibits 
the process of cancer cells division by 
blocking DNA synthesis.

Increase in effectiveness of chemo-
therapy treatment for tumor disease is 
related to creation of new, effective anti-
tumor medical agents. Particulary, based 
on azulenes derivatives [6–11].

The aim of this study – to synthesize 
novel derivatives of 1-(41-isopro pyl phe-
nyl)-4-(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetra-
hydro-2,4а-diazacyclopenta[cd]azulene-
2-carboxylic acid arylamides and to evalua-
te their activity against PC-3 prostate 
cancer cells as compared with known anti-
tumor compound 5-fluorouracil (Fig. 1).

Materials and methods. Test com-
pounds – 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-
chlo   rophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid arylamides (8 a-i) were synthesized 
in department of medical chemistry, SI 
«Institute of Pharmacology and Toxico-
logy NAMS of Ukraine» (Fig. 2).
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2-Methoxy-3,4,5,6-tetrahydro-7H-aze-
pine 1 was obtained by alkylating capro-
lactam with dimethyl sulfate using the 
method [12]. Chlorohydrate α-amino-
4-chloroacetophenone 2 was obtained 
[13] by condensation of α-bromo-4- chlo-
roacetophenone with hexamethylenetet-
ramine. 3-(4-Chlorophenyl)-6,7,8,9-tet ra-
hydro-5Н-imidazo[1,2-a]azepine 3 was 
obtained by methods [14, 15].

1Н-NMR spectra were recorded on the 
Bruker VXR-500 (Germany), the working 
frequency of 500.13 MHz, in DMSO-d6 + 
CCl4 (1:3) using tetramethylsilane (TMS) 
as an internal standard. Chemical shifts 
are reported in ppm units with use of the 
d scale. Purity control of novel com-
pounds was conducted by thin-layer chro-
matography in the system chloroform – 
methanol 9:1. The melting points were 
measured on a small-sized heating table 

with the observation device RNMK 05 
(VEB Analytik, Dresden). Lipophilicity 
(LogP) of compounds 6 and 8 a-i was cal-
culated using the program ACD LogP.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene 6. To solu-
tion of 4.93 g (0.02 M) 3-(4-chlorophenyl)-
6,7,8,9-tetrahydro-5Н-imidazo[1,2-a]
azepine 3 in 150 ml ethylacetate 4.82 g 
(0.02 M) α-bromo-4-isopropylacetophe-
none 4 was added. The reaction mixture 
was refluxed for 1 hour. After cooling 
the solid 5 was filtered, washed with 
ethylacetate, then dried on air. To sus-
pension of 1-[2-(41-isopropylphenyl)-2-
oxoethyl]-3-(42-chlorophenyl)-6,7,8,9-
tetrahydro-5H-imidazo[1,2-a]azepin-
1-ium bromide 5 in 40 ml water 5 % 
NaOH in 20 ml was added. The reaction 
mixture was refluxed for 3 hours. After 

Fig. 1. Structural formulas of 5-fluoro-
uracil (а) and 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid 3-R-phenylamides (8 b (R=OCH3), 
8 d (R=CH3) 

Fig. 2. Scheme of synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-
2,4а-diazacyclopenta[cd] azulene-2-carboxylic acid arylamides (8 а-i)

Where 7,8: а) R=2-OCH3; b) R=3-OCH3; c) R=4-OCH3; d) R=3-СН3; e) R=4-СН3; f) R=2-Cl; 
g) R= 3-Cl; h) R= 4-Cl; i) R= 3,4Cl2.
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cooling the solid 6 was filtered, washed 
with water, then dried on air and recrys-
tallized from benzene. Yield 3.35 g (43 
%). Anal. Calc. for C25H25ClN2. %: N 
7.20. Found, %: N 7.32. 1H NMR (500 
MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.33 (d, 6Н, 
СН(СН3)2), 1.89 (m, 2Н, СН2), 2.05 (m, 
2Н, СН2), 2.53 (m, 2Н, СН2), 3.06 (m, 
1Н, СН(СН3)2), 3.95 (m, 2Н, СН2), 6.85 
(s, 1Н, 2-СН), 7.40 and 7.52 (d-d, 4Н, 
С6Н4, J=7.8 Hz), 7.49 (s, 1Н, 3-CН), 
7.57 and 7.63 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.7 Hz). 
Log P = 7.88 ± 0.88.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (2-methoxyphenyl)-amide 8 a. The 
mixture 1.94 g (0.005 M) of 1-(41-iso pro-
pylphenyl)-4-(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-
tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd]azu-
lene 6 and 0.745 g (0.005 M) of 2-metho-
xyphenylisocyanate 7 а was refluxed in 
100 ml of dried benzene during 2 hours. 
After cooling the solid 8 a was filtered, 
washed with benzene, then dried on air 
and recrystallized from ethanol. Yield 
1.86 g (69 %). M.p.= 205–206 °С. Anal. 
Calc. for C33H32ClN3O2. %: Cl 6.60;  
N 7.81. Found, %: Cl 6.77; N 7.98.  
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 
1.31 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.86 (m, 2Н, 
СН2), 2.02 (m, 2Н, СН2), 2.41 (m, 2Н, 
СН2), 3.03 (m, 1Н, СН(СН3)2), 3.42 (s, 
3H, OCH3), 3.93 (m, 2Н, СН2), 7.69 (s, 
1Н, NН), 6.80–8.36 (m, 4Н, o-С6Н4), 
7.36 and 7.45 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.4 Hz), 
7.59 аnd 7.66 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.4 Hz), 
8.01 (s, 1Н, 3-CН). Log P = 7.98 ± 1.17.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (3-methoxyphenyl)-amide 8 b was 
obtai ned as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) 
of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlo ro-
pheny l ) -5 ,6 ,7 ,8 - te trahydro -2 ,4а -
diazacyclopenta[cd]azulene 6 and 0.745 g 
(0.005 M) of 3-methoxyphenylisocyanate 
7 b. Yield 1.93 g (77 %). M.p.= 220– 
222 °С. Anal. Calc. for C33H32ClN3O2. %: 
Cl 6.60; N 7.81. Found, %: Cl 6.74;  
N 7.95. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), 
d (ppm): 1.31 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.88 
(m, 2Н, СН2), 2.05 (m, 2Н, СН2), 2.53 
(m, 2Н, СН2), 3.04 (m, 1Н, СН(СН3)2), 
3.65 (s, 3Н, OСН3), 3.94 (m, 2Н, СН2), 

6.39–7.04 (m, 4Н, С6Н4), 6.83 (s, 1Н, 
NН), 7.41 and 7.49 (d-d, 4Н, С6Н4, 
J=7.8 Hz), 7.58 аnd 7.65 (d-d, 4Н, С6Н4, 
J=8.7 Hz), 7.94 (s, 1Н, 3-CН). Log P = 
8.25 ± 1.17.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-
chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (4-methoxyphenyl)-amide 8 c was 
obtained as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) 
of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlo ro phe-
nyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-dia za-
cyclopenta[cd]azulene 6 and 0.745 g (0.005 
M) of 4-methoxyphenylisocyanate 7 c. 
Yield 2.15 g (80 %). M.p.= 182–183 °С. 
Anal. Calc. for C33H32ClN3O2. %: Cl 6.60; 
N 7.81. Found, %: Cl 6.51; N 7.95.  
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 
1.30 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.88 (m, 2Н, СН2), 
2.03 (m, 2Н, СН2), 2.51 (m, 2Н, СН2), 3.03 
(m, 1Н, СН(СН3)2), 3.67 (s, 3Н, OСН3), 
3.93 (m, 2Н, СН2), 6.76 and 6.97 (d-d, 4Н, 
С6Н4, J=9.0 Hz), 6.95 (s, 1Н, NН), 7.40 
and 7.47 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.1 Hz), 7.58 
аnd 7.65 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.4 Hz), 7.93 
(s, 1Н, 3-CН). Log P = 8.04 ± 1.17.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (3-methylphenyl)-amide 8 d was obtai-
 ned as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) 
of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlo ro phe -
nyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diaza cyc lo-
penta[cd]azulene 6 and 0.67 g (0.005 M) 
of 3-methylphenylisocyanate 7 d. Yield 
1.93 g (74 %). M.p.= 204–205 °С. Anal. 
Calc. for C33H32ClN3O. %: Cl 6.80;  
N 8.04. Found, %: Cl 6.69; N 8.21. 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 
1.32 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.89 (m, 2Н, 
СН2), 2.04 (m, 2Н, СН2), 2.16 (s, 3Н, 
СН3), 2.51 (m, 2Н, СН2), 3.05 (m, 1Н, 
СН(СН3)2), 3.95 (m, 2Н, СН2), 6.56 (s, 
1Н, NН), 6.71–7.07 (m, 4Н, С6Н4), 7.42 
and 7.50 (d-d, 4Н, С6Н4, J=7.8 Hz), 7.59 
and 7.66 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.7 Hz), 7.95 
(s, 1Н, 3-CН). Log P = 8.55 ± 1.16.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (4-methylphenyl)-amide 8 e was obtai -
ned as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) of 
1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlo ro  phe  nyl)-
5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclo pen-
ta[cd]azulene 6 and 0.67 g (0.005 M) of 
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4-methylphenylisocyanate 7 e. Yield 1.98 
g (76 %). M.p.= 207–208 °С. Anal. Calc. 
for C33H32ClN3O. %: Cl 6.80; N 8.04. 
Found, %: Cl 6.93; N 8.04. 1H NMR (500 
MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.31 (d, 6Н, 
СН(СН3)2), 1.88 (m, 2Н, СН2), 2.03 (m, 
2Н, СН2), 2.18 (s, 3Н, СН3), 2.49 (m, 2Н, 
СН2), 3.03 (m, 1Н, СН(СН3)2), 3.93 (m, 
2Н, СН2), 6.95 (s, 1Н, NН), 6.90 and 6.97 
(d-d, 4Н, С6Н4, J=8.4 Hz), 7.40 and 7.47 
(d-d, 4Н, С6Н4, J=7.7 Hz), 7.58 and 7.65 
(d-d, 4Н, С6Н4, J=8.7 Hz), 7.93 (s, 1Н, 
3-CН). Log P = 8.55 ± 1.16.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (2-chlorophenyl)-amide 8 f was 
obtained as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) 
of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chloro phe-
nyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diaza cyc lo-
penta[cd]azulene 6 and 0.77 g (0.005 M) 
of 2-chlorophenylisocyanate 7 f. Yield 
2.14 g (79 %). M.p.= 202–203 °С. Anal. 
Calc. for C32H29Cl2N3O. %: Cl 13.1;  
N 7.75. Found, %: Cl 13.3; N 7.89.  
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 
1.32 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.89 (m, 2Н, 
СН2), 2.04 (m, 2Н, СН2), 2.17 (s, 3Н, 
СН3), 2.51 (m, 2Н, СН2), 3.02 (m, 1Н, 
СН(СН3)2), 3.94 (m, 2Н, СН2), 7.15 (s, 
1Н, NН), 6.93–7.27 (m, 4Н, С6Н4), 7.41 
and 7.45 (d-d, 4Н, С6Н4, J=7.7 Hz), 7.57 
and 7.65 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.7 Hz), 7.90 
(s, 1Н, 3-CН). Log P = 8.59 ± 1.17.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (3-chlorophenyl)-amide 8 g was 
obtained as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) 
of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlorophe-
nyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclo-
pen ta[cd]azulene 6 and 0.77 g (0.005 M) 
of 3-chlorophenylisocyanate 7 g. Yield 
2.20 g (81 %). M.p.= 210–211 °С. Anal. 
Calc. for C32H29Cl2N3O. %: Cl 13.1;  
N 7.75. Found, %: Cl 13.2; N 7.83.  
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 
1.30 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.88 (m, 2Н, 
СН2), 2.02 (m, 2Н, СН2), 2.19 (s, 3Н, 
СН3), 2.48 (m, 2Н, СН2), 3.03 (m, 1Н, 
СН(СН3)2), 3.93 (m, 2Н, СН2), 7.16 (s, 
1Н, NН), 6.91–7.45 (m, 4Н, С6Н4), 7.39 
and 7.46 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.1 Hz), 7.58 
and 7.65 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.7 Hz), 7.93 
(s, 1Н, 3-CН). Log P = 9.12 ± 1.17.

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (2-chlorophenyl)-amide 8 h was obtai-
 ned as amide 8 a from 1.94 g (0.005 M) 
of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chloro  phe -
nyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyc lo-
penta[cd]azulene 6 and 0.77 g (0.005 M) 
of 4-chlorophenylisocyanate 7 h. Yield 
2.25 g (83 %). M.p.= 214–215 °С. Anal. 
Calc. for C32H29Cl2N3O. %: Cl 13.1; 
N 7.75. Found, %: Cl 12.9; N 7.64.  
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 
1.30 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.88 (m, 2Н, 
СН2), 2.03 (m, 2Н, СН2), 2.49 (m, 2Н, 
СН2), 3.02 (m, 1Н, СН(СН3)2), 3.94 (m, 
2Н, СН2), 7.04 and 7.22 (d-d, 4Н, С6Н4, 
J=8.7 Hz), 7.14 (s, 1Н, NН), 7.40 and 
7.47 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.1 Hz), 7.58 and 
7.65 (d-d, 4Н, С6Н4, J=8.8 Hz), 7.92 (s, 
1Н, 3-CН). Log P = 9.08 ± 1.17

Synthesis of 1-(41-isopropylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid (3,4-dichlorophenyl)-amide 8 i was 
obtained as amide 8 a from 1.94 g (0.005 
M) of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chloro-
phenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diaza-
cyc lo penta[cd] azulene 6 and 0.94 g 
(0.005 M) of 3,4-dichlorophenylisocya-
nate 7 i. Yield 2.45 g (85 %). M.p.= 240– 
241 °С. Anal. Calc. for C32H28Cl3N3O. %: 
Cl 18.5; N 7.28. Found, %: Cl 18.3;  
N 7.35. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6), 
d (ppm): 1.31 (d, 6Н, СН(СН3)2), 1.89 
(m, 2Н, СН2), 2.04 (m, 2Н, СН2), 2.49 
(m, 2Н, СН2), 3.02 (m, 1Н, СН(СН3)2), 
3.95 (m, 2Н, СН2), 7.23 (s, 1Н, NН), 
6.90–7.43 (m, 3Н, С6Н3), 7.40 and 7.47 
(d-d, 4Н, С6Н4, J=8.1 Hz), 7.59 and 7.66 
(d-d, 4Н, С6Н4, J=8.6 Hz), 7.92 (s, 1Н, 
3-CН). Log P = 9.98 ± 1.18.

Antitumor activity in vitro against 
PC-3 prostate cancer cells was studied in 
National Cancer Institute of Health USA, 
according to Development Therapeutic 
Program by standard procedure [16]. For 
pharmacological screening compounds 8 
b,d were picked, which contain electron-
odonor substituents in meta position of 
heterocyclic system, according to the 
results of molecular modeling [17].

Identification of antitumor activity 
was conducted with highly sensitive fluo-
rimetry method by fluorescence intensity 
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(colorant – sulphorodamin B) after 48 
hours of cells interation with tested com-
pound in vitro, which based on determi-
nation of tumor cell growth percentage 
(PG) under influence of tested compound. 
The result was expressed in percentage of 
cancer cell growth to control – 5-fluoro-
uracil. 

Results and discussion. The results 
obtained showed, that compounds 1-(41-iso-
propylphenyl)-4-(42-chlo ro phenyl)-5,6,7,8-
tetrahydro-2,4а-diaza cyc lopenta[cd] azu-
lene-2-carboxylic acid (3-metho xyphenyl)-
amide 8 b and 1-(41-iso    propylphenyl)-4-
(42-chlo ro phenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-
2,4а-diazacyclopenta[cd]azulene-2-carbox-
ylic acid (3-methylphenyl)-amide 8 d dem-
onstrate the ability to suppress РС-3 
prostate cancer cells growth in concentra-
tion of 10–5 M.

These compounds were more effec-
tive in suppressing of cancer cells 
growth compared to control – 5-fluoro-
uracil, exact ly: 1-(41-isopropylphenyl)-
4-(42-chlo   rophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-
2,4а-diaza cyclo penta[cd] azulene-2-car-
boxylic acid (3-me  tho    xyphenyl)-amide  
8 b was by 3,93 % and 1-(41-iso  pro-
pylphenyl)-4-(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-
tetrahydro-2,4а-diazacyclo pen  ta[cd]
azulene-2-carboxylic acid (3-methyl  -
phenyl)-amide 8 d – by 52,32 % more 
effective than 5-fluorouracil. 

Therefore, it can be concluded, that 
1- (41- isopropylphenyl ) -4- (42-chlo-
rophenyl)-5,6,7,8-tetra-hydro-2,4а-diaza-
cyclopenta[cd]azulene-2 carboxylic acid 
arylamides inhibit growth of PC-3 pros-
tate cancer cells more effective compared 
with standard – 5-fluorouracil under 
experimental condition in vitro. The data 
obtained allow to consider these biologi-
cally active compounds as basis for cre-
ation of new, effective antitumor agents 
for prostate cancer treatment. 

Conclusion
1. New derivatives of 1-(41-iso pro-

pylphenyl ) -4- (42-chlorophenyl ) -
5 ,6 ,7 ,8 - t e t rahydro -2 ,4а -d iaza -
cyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid arylamides were synthesized by 
the reaction of 1-(41-isopropylphenyl)-
4 - ( 4 2 - c h l o r o p h e n y l ) - 5 , 6 , 7 , 8 -
tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd]
azulene with the corresponding isocya-
nate at 69–85 % yield.

2. 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlo-
rophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-
diazacyclo-penta[cd]azulene-2-carboxylic 
acid arylamides show anti tumor activity 
against PC-3 prostate cancer cells in 
vitro. The compound 8 d in concentration 
of 10–5 M exceeds an antitumor activity 
of 5-fluorouracil against PC-3 prostate 
cancer cells by 52.32 %.
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S. A. Demchenko, Yu. A. Fedchenkova , T. А. Bukhtiarova, L. S. Bobkova, V. V. 
Sukhoveev, А. М. Demchenko
Synthesis and anticancer activity of 1(41isopropylphenyl)4(42chlorophenyl)
5,6,7,8tetrahydro2,4аdiazacyclopenta[cd]azulene2carboxylic acid 
arylamides against PC3 prostate cancer cells
Pharmacotherapy of prostate cancer is an important part in combating oncologic diseases. This is very 

relevant, because prostate cancer is a cause of 10 % of deaths from all cancerous diseases in males. 
The aim of the study – to synthesize novel derivatives of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlorophenyl)-

5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic acid arylamides and to evaluate their 
antitumor activity against PC-3 prostate cancer cells. 

By reaction of equimolar amounts of 2-methoxy-3,4,5,6-tetrahydro-7H-azepine with α-amino-4-chloro-
acetophenone chlorohydrate, 3-(4-chlorophenyl)-6,7,8,9- tetrahydro-5Н-imidazo[1,2-a]azepine was syn-
thesized. By alkylation of α-bromo-4-іsopropylacetophenone in ethylacetate and following treatment of the 
obtained intermediary quaternary salt with excess of 5 % NaOH solution,1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-
chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd] azulene was synthesized. By boiling it with 
equimolar amounts of correspondding arylisocyanates in dried benzol, an array of 1-(41-iso propylphenyl)-4-
(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic acid arylamides were 
synthesized. Structure and purity of all compounds obtained were confirmed by data of MR1Н spectroscopy. 
Lipophilicity (LogP) of compounds 6 and 8 a-i was calculated with the ACD LogP program.

Antitumor activity of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclo-
penta[cd]azulene-2-carboxylic acid (3-methylphenyl) and (3-methoxyphenyl)-amides was evaluated at  
in vitro test on prostate cancer PC-3 cell lines. It is indicated, that at concentration of 10–5 M these com-
pounds exceed 5-fluorouracil as comparison drug in inhibiting PC-3 prostate cancer cells growth by  
52.32 % and 3.93 % correspondingly. The data obtained substantiate feasibility of further studies of 
1-(41-isopro pylphenyl)-4-(42-chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd] azulene-2-car-
boxylic acid arylamides as new, potential antitumor medicines for prostate cancer treatment.

Key words: anticancer activity, 5-fluorouracil, derivatives of 1-(41-isopropylphenyl)-4-(42-
chlorophenyl)-5,6,7,8-tetrahydro-2,4а-diazacyclopenta[cd]azulene-2-carboxylic acid, PC-3 prostate 
cancer cells
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В. В. Суховєєв, А. М. Демченко
Синтез і протипухлинна активність ариламідів 1(41ізопропілфеніл)4(42
хлорофеніл)5,6,7,8тетрагідро2,4адіазациклопента[cd]азулен2
карбонової кислоти відносно клітин РС3 раку простати 
Фармакотерапія раку простати є важливою складовою в боротьбі з онкологічними захворюван-

нями. Це дуже актуально, тому що рак простати є причиною 10 % смертей від усіх видів ракових 
захворювань у чоловіків.
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Мета дослідження – синтезувати та вивчити протипухлинну активність ариламідів 1-(41-ізо про-
піл феніл)-4-(42-хлорофеніл)-5,6,7,8-тетрагідро-2,4а-діазациклопента[cd]азулен-2-карбонової кис-
лоти порівняно з 5-фторурацилом відносно клітин РС-3 раку простати.

Взаємодією еквімолярних кількостей 2-метокси-3,4,5,6-тетрагідро-7H-азепіну з хлоргідратом 
α-аміно-4-хлорацетофенону синтезовано 3-(4-хлорфеніл)-6,7,8,9-тетрагідро-5Н-імідазо[1,2-a]азе-
пін. Алкілуванням останнього α-бром-4-ізопропілацетофеноном у середовищі етилацетату та 
подальшою обробкою одержаної проміжної четвертинної солі надлишком 5 % розчину NaOH синте-
зовано 1-(41-ізопропілфеніл)-4-(42-хлорофеніл)-5,6,7,8-тетрагідро-2,4а-діазациклопента[cd]азу-
лен. Кип’ятінням останнього з еквімолярними кількостями відповідних арилізоціанатів у сухому 
бензолі був синтезований ряд ариламідів 1-(41-ізопропілфеніл)-4-(42-хлорофеніл)-5,6,7,8-тетра-
гідро-2,4а-діазациклопента[cd]азулен-2-карбонової кислоти. Будову та чистоту всіх отриманих 
речовин підтверджено даними ЯМР 1Н спектроскопії. Ліпофільність (LogP) синтезованих сполук 
була розрахована за допомогою програми ACD LogP.

Оцінено протипухлинну активність амідів (3-метилфеніл)- та (3-метоксифеніл)-1-(41-ізопро пілфеніл)-
4-(42-хлорофеніл)-5,6,7,8-тетрагідро-2,4а-діазациклопента[cd]азулен-2-карбонової кислоти в дослідах 
in vitro на лініях клітин раку простати РС-3. Показано, що досліджувані речовини в концентрації  
10–5 моль/л перевищують препарат порівняння – 5-фторурацил за гальмуванням росту клітин раку про-
стати РС-3 на 52,32 % та 3,93 % відповідно. Отримані дані обґрунтовують доцільність подальшого вивчен-
ня ариламідів 1-(41-ізопропілфеніл)-4-(42-хлорофеніл)-5,6,7,8-тетрагідро-2,4а-діазациклопента[cd]
азулен-2-карбонової кислоти як нових потенційних протипухлинних засобів для лікування раку простати.

Ключові слова: протипухлинна активність, 5-фторурацил, похідні 1-(41-ізопропілфеніл)-4-(42-
хлорфеніл)-5,6,7,8-тетрагідро-2,2а-діазациклопента[cd]азулен-2-карбонової кислоти, клітини 
РС-3 раку простати

С. А. Демченко, Ю. А. Федченкова, Т. А. Бухтиарова, Л. С. Бобкова,  
В. В. Суховеев, А. М. Демченко
Синтез и противоопухолевая активность ариламидов 1(41изопропилфенил)
4(42хлорофенил)5,6,7,8тетрагидро2,4адиазациклопента [cd]азулен2
карбоновой кислоты по отношению к клеткам РС3 рака простаты
Фармакотерапия рака простаты является важной составляющей в борьбе с онкологическими 

заболеваниями. Это является очень актуальным, так как рак простаты является причиной 10 % 
смертей среди всех видов раковых заболеваний у мужчин.

Цель исследования – синтезировать и изучить противоопухолевую активность ариламидов 
1-(41-изопропилфенил)-4-(42-хлорофенил)-5,6,7,8-тетрагидро-2,4а-диазациклопента[cd]азулен-
2-карбоновой кислоты в сравнении с 5-фторурацилом по отношению к клеткам РС-3 рака простаты.

Взаимодействием эквимолярных количеств 2-метокси-3,4,5,6-тетрагидро-7H-азепина с хлоргидра-
том α-амино-4-хлорацетофенона синтезирован 3-(4-хлорфенил)-6,7,8,9-тетрагидро-5Н-ими-
дазо[1,2-a]азепин. Алкилированием последнего α-бром-4-изопропил-ацетофеноном в среде этилаце-
тата и дальнейшей обработкой полученной промежуточной четвертичной соли избытком 5 % раствора 
NaOH синтезирован 1-(41-изопропилфенил)-4-(42-хлорофенил)-5,6,7,8-тетрагидро-2,4а-диазацикло-
пента[cd]азулен. Кипячением последнего с эквимолярными количествами соответствующих арилизо-
цианатов в сухом бензоле был синтезирован ряд ариламидов 1-(41-изопропилфенил)-4-(42-
хлорофенил)-5,6,7,8-тетрагидро-2,4а-диазациклопента[cd]азулен-2-карбоновой кислоты. Строение и 
чистота всех полученных соединений подтверждена данными ЯМР 1Н спектроскопии. Липофильность 
(LogP) синтезированных соединений была рассчитана при помощи программы ACD LogP.

Изучена противоопухолевая активность амидов (3-метилфенил)- и (3-метоксифенил)-1-(41-изо-
про пилфенил)-4-(42-хлорофенил)-5,6,7,8-тетрагидро-2,4а-диазациклопента[cd]азулен-2-карбоно-
вой кислоты в опытах in vitro на линиях клеток рака простаты РС-3. Показано, что исследуемые соеди-
нения в концентрации 10–5 моль/л превышают препарат сравнения – 5-фторурацил по торможению 
роста клеток рака простаты РС-3 на 52,32 % и 3,93 % соответственно. Полученные данные обосновы-
вают целесообразность дальнейшего изучения ариламидов 1-(41-изопро пилфенил)-4-(42-хлоро-
фенил)-5,6,7,8-тетрагидро-2,4а-диазациклопента[cd]азулен-2-карбоновой кислоты в качестве новых 
потенциальных противоопухолевых средств для лечения рака простаты. 

Ключевые слова: противоопухолевая активность, 5-фторурацил, производные 
1-(41-изопропилфенил)-4-(42-хлорфенил)-5,6,7,8-тетрагидро-2,4а-диазациклопента[cd]азулен-2-
карбоновой кислоты, клетки РС-3 рака простаты
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Ключові слова: холодова травма, 
гіпотермія, нестероїдні протизапальні 
препарати

Вплив холоду на організм людини 
може призводити до тяжких травм –
переохолодження, замерзання, відмо-
рожень. В Україні холодові травми 
(ХТ) є досить частим явищем. Вони 
виникають частіше в зимовий час, 
коли кількість постраждалих сягає 
понад 12 000 осіб. ХТ спостерігається 
переважно в молодих осіб працездатно-
го віку, супроводжується великим від-
сотком інвалідизації та матеріальних 
витрат на лікування потерпілих. Біль-
шій частині постраждалих необхідне 
стаціонарне лікування, смертність 
перевищує 10 %. Середня тривалість 
лікування пацієнтів з ХТ у 2 рази вища 
за тривалість лікування пацієнтів з опі-
ками. Холодові ураження виникають 
внаслідок порушень мікроциркуляції, 
особливо на тлі судинних захворювань 
кінцівок, втоми або стресової ситуації, 
алкогольного сп’яніння. Особливо 
небез печною ХТ є в умовах війни. 
Навіть у сучасних арміях ХТ може 
стати причиною до 25 % санітарних 
втрат [1–3].

Вплив низької температури ініціює 
складний механізм адаптації організму, 
що спрямований на зниження втрат 
тепла. Зокрема, спостерігається звужен-
ня периферичних судин, збільшення 
частоти серцевих скорочень, підвищен-
ня тиску та, як результат, централіза-
ція кровообігу. Це відбувається пере-
важно за рахунок активації симпато-
адреналової системи, відповідальної за 
розвиток стрес-реакції. У разі падіння 
температури тіла нижче ніж 10 °С спо-
стерігається парадоксальна реакція 
Льюїса, що полягає в почерговій зміні 

актів вазоконстрикції та вазодилатації 
тривалістю 5–10 хв і, вочевидь, спрямо-
вана на протидію прогресуючій ішемії 
периферичних тканин. Значну роль у 
патогенезі ХТ відіграють продукти мета-
болізму арахідонової кислоти, а саме: 
простагландин F2α(PGF2α) і тромбоксан 
А2(TXA2). Вони особливо активно виді-
ляються після завершення реакції Льюї-
са, посилюючи вазоконстрикцію, агре-
гацію тромбоцитів та відповідно іше-
мію, а також беруть участь у розвитку 
запальної реакції. Крім того, збільшу-
ється утворення простацикліну (PGI2), 
який є функціональним антагоністом 
PGF2α і TXA2 і дещо сповільнює ішемі-
зацію тканини [4–6]. З урахуванням 
механізму розвитку ХТ можна вважати 
перспективними фригопротекторами 
нестероїдні протизапальні препарати 
(НПЗП), які пригнічують синтез проста-
гландинів. Відомо, що використання 
ацетилсаліцилової кислоти (АСК) та 
ібупрофену покращують прогноз ліку-
вання ХТ [5]. Доведено наявність фриго-
протекторних властивостей у целекок-
сибу та мелоксикаму [1, 7]. Проте широ-
кі порівняльні дослідження фригопро-
текторної дії НПЗП за єдиною методи-
кою не проводилися, що залишає від-
критим питання вибору найактивніших 
препаратів. Невідомо, чи має вирішаль-
не значення селективність НПЗП щодо 
циклооксигенази (ЦОГ). До того ж наяв-
ні дані щодо дозозалежності фригопро-
текторного ефекту НПЗП, зокрема, АСК 
[3, 8–11], що також потребує вивчення. 

Мета дослідження – порівняти 
виразність фригопротекторного ефекту 
низки НПЗП з різною селективністю 
щодо ЦОГ на моделі гострого загально-
го охолодження (ГЗО).

Матеріали та методи. Роботу викона-
но на білих мишах обох статей масою 
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20–24 г (94 особини) протягом одного 
дня з 12.00 до 18.00 год.

Тварин утримували на стандартному 
харчовому раціоні віварію за вільного 
доступу до води, постійної вологості та 
температурного режиму + 22–23 °С. 
Протокол дослідження узгоджується з 
біоетичними нормами та відповідає 
«Загальним етичним принципам екс-
периментів на тваринах» (Україна, 
2001 р.), а також не суперечить поло-
женням Європейської конвенції щодо 
експериментів на тваринах.

Для моделювання ГЗО мишей вміщу-
вали до індивідуальних пластикових 
кліток об’ємом 500 см3 без обмеження 
доступу до повітря та розташовували в 
морозильній камері «Nord Inter-300» 
з прозорою кришкою за температури 
–18 °С. Інтегральним показником фри-
гопротекторної дії обрано час життя 
тварин [12].

У дослідженні використовували такі 
препарати: неселективні інгібітори 
ЦОГ – АСК (Аспірин, таблетки, 
«Bayer», Німеччина), ібупрофен (Бру-
фен, порошок, «Abbott», США), мефе-
намінова кислота (Мефенамінова кис-
лота-Дарниця, таблетки, «Дарниця», 
Україна), диклофенак натрію (Вольта-
рен, таблетки, «Novartis», Швейцарія); 
помірно селективний інгібітор ЦОГ – 
мелоксикам (Моваліс, таблетки, 
«Boehringer Ingelheim», Німеччина); 
високоселективний інгібітор ЦОГ – 
целекоксиб (Целебрекс, таблетки, 
«Pfizer», США). Таблетки та порошок 
ібупрофену подрібнювали в ступці та 
суспендували у воді з додаванням 
твіну-80. Суспензії вводили крізь зонд 
внутрішньошлунково (в/ш) в об’ємі  
10 мл/кг маси тіла (по 0,20–0,24 мл на 
тварину) у профілактичному режимі за 
30 хв до ХТ, як рекомендується в 
дослідженні фригопротекторних влас-
тивостей [9]. Тварин випадковим чином 
розділили на 12 груп, у складі кожної 
з яких була однакова кількість самців 
і самок. 1 група – контрольна патоло-
гія (ХТ), n = 6 (вводили воду, 10 мл/
кг); 2 група – АСК, 25 мг/кг + ХТ (n = 
8); 3 група – целекоксиб, 37 мг/кг + 
ХТ (n = 8); 4 група – целекоксиб,  
74 мг/кг + ХТ (n = 8); 5 група – ібупро-
фен, 100 мг/кг + ХТ (n = 8); 6 група – 

ібупрофен, 150 мг/кг + ХТ (n = 8);  
7 група – мелоксикам, 1,4 мг/кг + ХТ 
(n = 8); 8 група – мелоксикам, 2,8 мг/
кг + ХТ (n = 8); 9 група –мефенамінова 
кислота, 46 мг/кг + ХТ (n = 8); 
10 група – мефенамінова кислота,  
92 мг/кг + ХТ (n = 8); 11 група – дикло-
фенак натрію, 9 мг/кг + ХТ (n = 8);  
12 група – диклофенак натрію, 18 мг/кг + 
ХТ (n = 8). Дози НПЗП обрано на під-
ставі даних літератури. АСК досліджу-
ють як фригопротектор у широкому 
діапазоні доз – від 15 мг/кг до 250 мг/кг 
[3, 8, 11]. Проте доза 250 мг/кг вияви-
лась надто високою (токсичною) та 
неефективною; досить ефективними є 
дози 25–50 мг/кг [3, 8–10]. З урахуван-
ням цих даних АСК вводили в дозі  
25 мг/кг. Інші препарати досліджено  
в 2 дозах, які відрізняються в 1,5– 
2,0 разу. Їх розраховували, виходячи з 
середніх терапевтичних доз людини з 
використанням рекомендованих FDA 
коефіцієнтів перерахунку [13].

Для статистичної обробки викорис-
товували Т-критерій Стьюдента та дис-
персійний аналіз ANOVA у разі нор-
мального розподілу, за його відсутності – 
U-критерій Манна-Вітні та критерій 
Краскела-Уолліса. Аналіз проводили за 
допомогою програми Statistica 13.5. 
Відмінності вважали статистично зна-
чущими в разі р < 0,05 [14].

Результати та їх обговорення. 
Результати дослідження наведено в 
таблиці.

З поміж неселективних інгібіторів 
ЦОГ вигідно вирізняються ібупрофен і 
диклофенак натрію, які статистично 
значуще збільшили тривалість життя 
тварин. Ефект ібупрофену виявився 
помірним за силою та незалежним від 
дози (100 мг/кг – приріст тривалості 
життя 34,9 %, 150 мг/кг – 29,8 %). 
Диклофенак натрію в меншій дозі  
9 мг/кг чинив помірну фригопротек-
торну дію, тенденційно збільшуючи час 
життя на 27,2 %, збільшення дози до 
14 мг/кг супроводжувалось виразним 
зростанням ефекту (54,5 %, р < 0,01 
щодо контрольної патології). Ефект 
мефенамінової кислоти в меншій дозі 
46 мг/кг не виявлявся, у дворазово 
збільшеній дозі (92 мг/кг) був нестабіль-
ним в окремих тварин і, як наслідок, 
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хоча й становив у середньому 28,9 %, за 
рахунок значної дисперсії не сягнув 
достовірного рівня. АСК виявила слаб-
ку фригопротекторну активність, тен-
денційно збільшуючи час життя мишей 
на 14,3 %. 

Мелоксикам, який виявляє помірну 
селективність щодо ЦОГ, у меншій дозі 
1,4 мг/кг незначно й недостовірно збіль-
шував тривалість життя на 13,8 %, а в 
дозі 2,8 мг/кг статистично значуще 
підвищував її на 27,4 %.

Дозозалежним виявився фригопро-
текторний ефект селективного інгібі-
тора ЦОГ-2 целекоксибу. У меншій 
дозі 37 мг/кг дія майже не виявлялась 
(4,5 %), у вдвічі вищій (74 мг/кг) – 
була максимально виразною в цьому 
дослідженні: час життя мишей збіль-
шувався на 56,8 % (р < 0,01 проти 
показника контрольної патології).

Отже, за результатами скринінгу 
низки НПЗП на фригопротекторну 
активність на моделі ГЗО у мишей 

визначено два препарати-лідери з різ-
ним профілем селективності щодо ЦОГ: 
целекоксиб (74 мг/кг) і диклофенак 
натрію (14 мг/кг). Вони збільшили час 
життя тварин з експериментальною 
гострою ХТ більше ніж на 50 %, що 
достовірно перевищує ефект АСК  
(25 мг/кг). Ці два препарати можна 
вважати перспективними для подаль-
ших поглиблених досліджень фриго-
протекторної дії.

Висновки
1. Фригопротекторні властивості несте-

роїдних протизапальних препаратів 
за гострого загального охолодження 
суттєво відрізняються й не виявля-
ють суворої залежності від селектив-
ності щодо ізоформ ЦОГ.

2. Найбільший фригопротекторний 
ефект у мишей виявлено в целекок-
сибу (74 мг/кг внутрішньошлунково) 
та диклофенаку натрію (14 мг/кг).

Препарат, кількість тварин Доза,  
мг/кг Час, хв

Відмінність з показ
ником конт рольної 

патології, %
Контрольна патологія (n = 6) 53,0 ± 5,3 –

Неселективні інгібітори ЦОГ
Ацетилсаліцилова кислота (n = 8) 25 60,6 ± 7,3 + 14,3

Ібупрофен (n = 8)
100 71,5 ± 6,1* + 34,9
150 68,8 ± 2,5* + 29,8

Мефенамінова кислота (n = 8) 
46 53,3 ± 4,3 + 0,6
92 68,3 ± 6,3 + 28,9

Диклофенак натрію (n = 8)
9 67,4 ± 5,9 + 27,2

14 81,9 ± 3,8**/& + 54,5
Помірно селективний інгібітор ЦОГ-2

Мелоксикам (n = 8) 1,4 60,3 ± 7,2 + 13,8
2,8 67,5 ± 3,5* + 27,4

Високоселективний інгібітор ЦОГ-2
Целекоксиб (n = 8) 37 55,4 ± 1,2 + 4,5

74 83,1 ± 2,9**/& + 56,8

Таблиця 

 Час життя мишей за умов гострої холодової травми

Примітка. Статистично значущі відмінності: *з контрольною патологією (р < 0,05), **з контрольною 
патологією (р < 0,01), &з показником групи АСК (р < 0,05).
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І. Г. Капелька, С. Ю. Штриголь
Скринінгове дослідження фригопротекторних властивостей нестероїдних 
протизапальних препаратів за гострого загального охолодження
В Україні холодові травми (ХТ) є досить частим явищем. Вони виникають частіше в зимовий час, 

коли кількість постраждалих сягає понад 12 000 осіб. ХТ спостерігається переважно в молодих осіб 
працездатного віку, супроводжується великим відсотком інвалідизації та значними матеріальними 
витратами на лікування потерпілих. Більшій частині постраждалих необхідне стаціонарне лікування, 
смертність перевищує 10 %. Особливо небезпечною ХТ є в умовах війни, оскільки може спричинити 
до 25 % санітарних втрат. Значну роль у патогенезі ХТ відіграють простациклін, простагландин F2α і 
тромбоксан А2, що відповідають за розвиток судинних реакцій. З урахуванням механізму розвитку 
ХТ можна вважати перспективними фригопротекторами нестероїдні протизапальні препарати 
(НПЗП), які пригнічують синтез простагландинів.

Мета дослідження – порівняти виразність фригопротекторного ефекту низки НПЗП з різною 
селективністю щодо ЦОГ на моделі гострого загального охолодження (ГЗО).

Роботу виконано на білих мишах обох статей масою 20–24 г. ГЗО моделювали за температури – 
18 °С. Визначали інтегральний показник фригопротекторної дії – час життя тварин. Використовували 
неселективні інгібітори ЦОГ – ацетилсаліцилову кислоту (АСК) (Аспірин, таблетки, «Bayer», Німеччи-
на), ібупрофен (Бруфен, порошок, «Abbott», США), мефенамінову кислоту (Мефенамінова кислота-
Дарниця, таблетки, «Дарниця», Україна), диклофенак натрію (Вольтарен, таблетки, «Novartis», 
Швейцарія); помірно селективний інгібітор ЦОГ – мелоксикам (Моваліс, таблетки, «Boehringer 
Ingelheim», Німеччина); високоселективний інгібітор ЦОГ – целекоксиб (Целебрекс, таблетки, 
«Pfizer», США), які вводили в різних дозах у шлунок за 30 хв до початку ГЗО.

Визначено два препарати-лідери з різним профілем селективності щодо ЦОГ: целекоксиб (74 мг/кг) 
і диклофенак натрію (14 мг/кг). Вони збільшили час життя тварин більше ніж на 50 %, що достовірно 
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перевищує ефект АСК (25 мг/кг). Ці два препарати можна вважати перспективними для подальших 
поглиблених досліджень фригопротекторної дії.

Отже, фригопротекторні властивості НПЗП за ГЗО суттєво відрізняються та не виявляють суворої 
залежності від селективності щодо ізоформ ЦОГ.

Ключові слова: холодова травма, гіпотермія, нестероїдні протизапальні препарати

И. Г. Капелька, С. Ю. Штриголь
Скрининговое исследование фригопротекторных свойств нестероидных 
противовоспалительных препаратов при остром общем охлаждении
В Украине холодовые травмы (ХТ) встречаются довольно часто. Они возникают чаще в зимний 

период, когда количество пострадавших достигает более 12 000 человек. ХТ наблюдаются в основ-
ном у молодых людей работоспособного возраста, сопровождаются высоким процентом инвалиди-
зации и значительными материальными затратами на лечение потерпевших. Большей части 
пострадавших необходимо стационарное лечение, смертность превышает 10 %. Особенно опасны 
ХТ в условиях войны, поскольку могут стать причиной до 25 % санитарных потерь. Значительную 
роль в патогенезе ХТ играют простациклин, простагландин F2α и тромбоксан А2, которые отвечают 
за развитие сосудистых реакций. С учетом механизма развития ХТ можно считать перспективными 
фригопротекторами нестероидные противовоспалительные препараты (НПВП), которые угнетают 
синтез простагландинов.

Цель исследования – сравнить силу фригопротекторного эффекта ряда НПВП с разной селек-
тивностью относительно ЦОГ на модели острого общего охлаждения (ООО).

Работа выполнена на белых мышах обоих полов массой 20–24 г. ООО моделировали при темпе-
ратуре –18 °С. Определяли интегральный показатель фригопротекторного действия – время жизни 
животных.

Использовали неселективные ингибиторы ЦОГ – ацетилсалициловую кислоту (АСК) (Аспирин, 
таблетки, «Bayer», Германия), ибупрофен (Бруфен, порошок, «Abbott», США), мефенаминовую 
кислоту (Мефенаминовая кислота-Дарница, таблетки, «Дарница», Украина), диклофенак натрия 
(Вольтарен, таблетки, «Novartis», Швейцария); умеренно селективный ингибитор ЦОГ – мелоксикам 
(Мовалис, таблетки, «Boehringer Ingelheim», Германия); высокоселективный ингибитор ЦОГ – целе-
коксиб (Целебрекс, таблетки, «Pfizer», США), которые вводили в желудок за 30 мин до начала ООО 
в разных дозах.

Определены два препарата-лидеры с различным профилем селективности относительно ЦОГ: 
целекоксиб (74 мг/кг) и диклофенак натрия (14 мг/кг). Они увеличили время жизни животных с 
экспериментальной ХТ более чем на 50 %, что достоверно превышает эффект АСК (25 мг/кг). Эти 
два препарата можно считать перспективными для дальнейших углубленных исследований фриго-
протекторного действия.

Таким образом, фригопротекторные свойства НПВП в условиях ООО существенно различаются 
и не демонстрируют строгой зависимости от селективности относительно изоформ ЦОГ.

Ключевые слова: холодовая травма, гипотермия, нестероидные противовоспалительные 
препараты

I. G. Kapelka, S. Yu. Shtrygol’
The comparative research of frigoprotective properties of nonsteroidal  
antiinflammatory drugs оn the model of acute general cooling
Cold traumas (CT) are quite frequent among the population of Ukraine. Its’ occurrence grows up in 

winter, when number of injured reaches more then 12 000 people. CT is commonly observed in young 
people of working age, causes high frequency of disability and requires high costs for treatment. Most of 
the injured need hospital treatment, mortality is excess 10 % of cases. In conditions of war CT is espe-
cially dangerous. It can cause up to 25 % of sanitary losses even in modern armies.

Research as to the pathophysiology of frostbite has revealed notable similarities with the inflammatory 
processes seen in burn injuries and ischaemia/reperfusion injury. Evidence for the role of tromboxanes 
and prostaglandins has resulted in a more active approach to the medical treatment of frostbite. 

Considering the role of eicosanoids in the development of cold trauma we can assume positive influ-
ence of NSAIDs for such pathology.

The aim of the work is to compare the power of frigoprotective effect of NSAIDs with different selectiv-
ity to COX using the model of acute general cooling (AGC).

The experiment was carried out using healthy white mice weighing 20–24 g during single day from 
12.00 till 18.00. Mice were put into individual 500 cm3 plastic cages with free access to air. Cages were 
situated inside the freezer «Nord Inter-300» with transparent top at a temperature of –18 °C. An integral 
index of frigoprotective effect was chosen duration of life.

Some NSAIDs were used in the experiment: nonselective inhibitors of COX – acetylsalicylic acid (Aspi-
rin, tablets, «Bayer», Germany), ibuprofen (Brufen, powder, «Abbott», USA), mefenamic acid (Mefenamic 
acid-Darnitsa, tablets, «Darnitsa», Ukraine), diclofenac sodium (Voltaren, tablets, «Novartis», Switzer-

Фармакологія та лікарська токсикологія, Том 13, № 5/2019
ISSN 2227-7943. Pharmacology and Drug Toxicology, 2019, 13 (5), 338–343



343

land); moderately selective inhibitor of COX – meloxicam (Movalis, tablets, «Boehringer Ingelheim», Ger-
many); highly selective inhibitor of COX – celecoxib (Celebrex, tablets, «Pfizer», USA).

The results of the present study indicated two NSAIDs with significant frigoprotective effect: celecoxib 
(74 mg/kg) and diclofenac sodium (14 mg/kg). They increased duration of life of the experimental animals 
under AGC by more than 50 %.That is reliably higher than effect of Aspirin (25 mg/kg). These two drugs 
were chosen as a perspective for future in-depth studies of frigoprotective activity.

As a conclusion we can say that frigorprotective properties of NSAIDs are highly different and don’t 
demonstrate strict dependency with level of selectivity to COX; the highest frigoprotective effect were 
demonstrated by celecoxib (74 mg/kg intragastrically) and diclofenac sodium (14 mg/kg).

Key words: cold trauma, hypothermia, NSAIDs. 
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Key words: antioxidant activity, ascorbic 
acid, ionol, derivatives of 8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-ones

Many severe diseases, such as athero-
sclerosis, hypertension, Alzheimer’s dis-
ease, diabetes, infertility etc are con-
nected with an oxidative stress develop-
ment and formation of reactive forms of 
oxygen in excess amounts, which include 
free radicals and peroxides. Formation of 
such substrates result in damage of 
many cell components, such as lipids, 
DNA and proteins [1].

As a means of pathogenetic therapy of 
such diseases are frequently used an 
antioxidants. Despite rather large quan-
tity of medicines with antioxidant prop-
erties, search of new compounds, which 
would meet safety and efficiency require-
ments is still relevant.

Previously it has been shown [2] that 
three derivatives of 8-(41-hydroxy-3R-
b e n z y l i d e n am i n o ) - 6 - t e r t - b u t y l -
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-в][1,2,4]triazine-
7-ones exhibit high antioxidant proper-
ties. As the comparison compounds 
well-known antioxidants ionol and 
ascorbic acid were selected [3,4].

The aim of the study – to synthesize 
new derivatives of 8-(41-hydroxy-3R-
benzylidenamino)-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazine-7-ones and 
to evaluate their antioxidant properties 
in screening test in vitro as compared 
with ionol and ascorbic acid. 

Materials and methods. Test com-
pounds were synthesized in Taras 
Shevchenko National University of Kyiv 
(Figure). Antioxidant activity was stud-
ied in department of medical chemistry 

of SI «Institute of Pharmacology and 
Toxicology NAMS of Ukraine».

4-Amino-6-tert-butyl-3-methylthio-
4H-[1,2,4]triazinine-5-one 1 was obtained 
by alkylating 4-Amino-6-tert-butyl-3-
thio-4H-[1,2,4]triazinine-5-one with 
iodomethane in alkaline conditions using 
the method [5]. 4-Amino-6-tert-butyl-
3-hydrazino-4H-[1,2,4]triazinine-5-one 2 
was obtained by boiling of 3-methylthio- 
derivative 1 with excess of hydrazinhy-
drate in propanol-2 by method [6]. 
8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]tria-
zolo[4,3-в][1,2,4]triazine-7-он 3 was 
obtained by boiling of compound 2 with 
ortho formic ether in ethanol. Substitut-
ed 8-benzylidenamino-derivatives 5–10 
were synthesized by standard Schiff 
method of alkali obtainment [7]. 

1Н-NMR spectra were recorded on the 
Bruker VXR-360 (Germany), the working 
frequency of 360.191 MHz, in DMSO-d6 
using tetramethyl silane (TMS) as an inter-
nal standard. Chemical shifts are reported 
in ppm units with use of the d scale. 
Purity control of novel compounds was 
conducted by thin-layer chromatography 
in the system chloroform – methanol 9:1. 

Synthesis of 8-amino-6-tert-butyl-8Н- 
[1,2,4]tria  zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 
4. To solution of 7.93 g (0.04 M) 4-amino-
6-tert-butyl-3-hydrazino-4H-[1,2,4]tri-
azin-5-one 3 in 100 ml ethanole 5.93 g 
(0.04 M) diethoxymethoxyethane and 2 
drops of acetic acid were added. The reac-
tion mixture was refluxed for 8 hour. 
After cooling the solid 4 was filtered, 
washed with ethanole, then dried on air. 
Yield 5.24 g (63 %). M.p. = 190–191 °С. 
Anal. Calc. for C8H12N6O. %: N 40.3. 
Found, %: N 40.0. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): Found, %: N 40.0. 
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C8H12N6O. Calc., %: N 40.3. NMR 1Н (d, 
ppm, DMSO-d6): 1.42 (s, 3Н, С(СН3)), 
6.56 (s, 2Н, NН2), 8.82 (s, 1Н, 3-СН).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(furan-2-
y lme thy l ene) - amino] -8Н -[1 ,2 , 4] 
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 5. To 
solution of 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-
tert-butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
[1,2,4]triazin-7-оne 4 in 50 ml ethanol 
0.96 g (0.01 M) furan-2 carbaldehyde 
was added. The reaction mixture was 
refluxed for 3 hour and evaporated to 
volume 15 ml. After cooling the solid 5 
was filtered, recrystallized from propa-
nole-2. Yield 1.46 g (51 %). M.p. = 
216–217 °С. Anal. Calc. for C13H14N6O2. 
%: N 29.3. Found, %: N 29.5. 1H NMR 
(360 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.41 (s, 
9H, C(CH3)3), 6.77–8.03 (m, 3H, C4H3S), 
9.05 (s, 1H, CH), 9.27 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(thiophen-
2-ylmethylene)-amino]-8Н-[1,2,4] 
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 6 was 
obtained as compound 5 from 2.08 г 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.12 g (0.01 M) of thiophene-2 carbalde-
hyde. Yield 1.72 g (57 %). M.p. = 217–
218 °С. Anal. Calc. for C13H14N6O2. %:  
N 29.3. Found, %: N 29.5. 1H NMR  
(500 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.40 (s, 
9H, C(CH3)3), 7.29 (t, 1H, C4H3S), 7.88 
(d, 3H, C4H3S), 7.99 (d, 3H, C4H3S), 9.18 
(s, 1H, CH), 9.54 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(2-hydro-
xy naphthalen-1-ylmethylene)-amino]-
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 7 was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]

Figure. Scheme of synthesis of 8-(41-hydroxy-3R-benzylidenamino)-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-ones (5–10)

Where 8: а) R=H; b) R=4-CH3; c) R= 4-F; d) R= 4-Сl; e) R= 4-Br; f) R= 4-NMe2;  
g) R= 4-COOMe; h) R= 2-Cl; i) R=2-OH; j) R= 2-OCH3; k) R= 3-OH; l) R= 2-OH, 3-OCH3; 
m) R= 4-OH, 3-OCH3; n) 3-OH, 4-OCH3; o) 4-OH, 3-OC2H5.  
9: p) R=H; q) R=CH3; r) CH2Ph; s) CH2C6H4Cl(para); t) CH2CONPh(CH(CH3)2).
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triazin-7-оne 4 and 1.72 g (0.01 M) of 
2-hydroxynaphtalene-1 carbaldehyde. 
Yield 2.35 g (65%). M.p. = 240–241 °С. 
Anal. Calc. for C19H18N6O2. %: N 23.2. 
Found, %: N 23.4. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.50 (s, 9H, C(CH3)3), 
7.25 (d, 1H, C10H5), 7.40 (t, 1H, C10H5), 
7.63 (t, 1H, C10H5), 7.83 (d, 1H, C10H5), 
7.96 (d,1H, C10H5), 8.41 (d, 1H, C10H5), 
8.89 (s, 1H, CH), 10.7 (s, 1H, CH), 12.1 
(s, 1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-(benzyl ide-
neamino)-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
[1,2,4]triazin-7-оne 8 a was obtained as 
compound 5 from 2.08 г (0.01 M) 8-ami-
no-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
[1,2,4]triazin-7-оne 4 and 1.06 g (0.01 M) 
of benzaldehyde. Yield 1.81 g (61 %). 
M.p. = 217–218 °С. Anal. Calc. for 
C15H16N6O. %: N 28.4. Found, %:  
N 28.2. 1H NMR (360 MHz, DMSO-d6), 
d (ppm): 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 7.52–8.00 
(m, 5H, C6H5), 8.80 (s, 1H, CH), 9.49 (s, 
1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-methyl-
ben zylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] tria zo-
lo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 b was 
obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.20 g (0.01 M) of 4-methylbenzalde-
hyde. Yield 1.95 g (63 %). M.p. = 256–
257 °С. Anal. Calc. for C16H18N6O. %: N 
27.1. Found, %: N 26.8. 1H NMR (360 
MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.47 (s, 9H, 
C(CH3)3), 2.47 (S, 3H, CH3), 7.31 and 
7.89 (d-d, 4H, C6H4, J=8.0 Hz), 8.62 (s, 
1H, CH), 9.46 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-fluoro-
ben zylidene)-amino]-8Н-[1,2,4]tria-
zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 c was 
obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.24 g (0.01 M) of 4-fluorobenzaldehyde. 
Yield 2.04 g (65 %). M.p. = 205–207 °С. 
Anal. Calc. for C15H15FN6O. %: N 26.7. 
Found, %: N 26.4. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 
7.21–8.09 (m, 4H, C6H4), 8.64 (s, 1H, 
CH), 9.56 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-chloro-
ben zylidene)-amino]-8Н-[1,2,4]tria-
zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 d was 
obtained as compound 5 from 2.08 g 

(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.41 g (0.01 M) of 4-chlorobenzaldehyde. 
Yield 2.22 g (67 %). M.p. = 255–256 °С. 
Anal. Calc. for C15H15ClN6O. %: N 25.4. 
Found, %: N 25.7. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.47 (s, 9H, C(CH3)3), 
7.51 and 8.04 (d-d, 4H, C6H4, J=8.8 Hz), 
8.63 (s, 1H, CH), 9.64 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-bromo-
ben zylidene)-amino]-8Н-[1,2,4]tria-
zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 e was 
obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.85 g (0.01 M) of 4-bromobenzaldehyde. 
Yield 2.81 g (75 %). M.p. = > 260 °С. 
Anal. Calc. for C15H15BrN6O. %: N 22.4. 
Found, %: N 22.2. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 
7.81 and 9.92 (d-d, 4H, C6H4, J=8.5 Hz), 
9.19 (s, 1H, CH), 9.46 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-N,N-
dimethylaminobenzylidene)-amino]-
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 8 f was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.49 g (0.01 M) of 
4-N,N-dimethylaminobenzaldehyde. Yield 
2.48 g (73 %). M.p. = 231–232 °С. Anal. 
Calc. for C17H21N7O. %: N 28.9. Found, 
%: N 28.6. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
d6), d (ppm): 1.46 (s, 9H, C(CH3)3), 3.12 
(s, 9H, N(CH3)2), 6.75 and 7.79 (d-d, 4H, 
C6H4, J=8.9 Hz), 8.61 (s, 1H, CH), 9.03 
(s, 1H, CH).

Synthesis of 4-[(6-tert-butyl-7-oxo-7Н- 
[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
8-ylimino)-methyl]-benzoic acid methyl 
ester 8 g was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b] [1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.64 g (0.01 M) of 
4-formylbenzoic acid methyl ester. Yield 
2.12 g (60 %). M.p. = > 260 °С. Anal. 
Calc. for C17H18N6O3. %: N 23.7. Found, 
%: N 23.6. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
d6), d (ppm): 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 3.91 
(S, 3H, CH3), 8.11 and 8.15 (d-d, 4H, 
C6H4), 9.22 (s, 1H, CH), 9.64 (s, 1H, 
CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(21-chloro-
b enzy l i d en e) - am ino] - 8Н -[1 , 2 , 4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 h 
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was obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.41 g (0.01 M) of 2-chlorobenzaldehyde. 
Yield 2.12 g (64 %). M.p. = 201–202 °С. 
Anal. Calc. for C15H15ClN6O. %: N 25.4. 
Found, %: N 25.1. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.44 (s, 9H, C(CH3)3), 
7.52–8.22 (m, 4H, C6H4), 9.09 (s,1H, 
CH), 10.0 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(21-hydro-
xy benzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] tria-
zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 i was 
obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.22 g (0.01 M) of 2-hydroxybenzalde-
hyde. Yield 1.72 g (55 %). M.p. = 228–
229 °С. Anal. Calc. for C15H16N6O2. %:  
N 26.9. Found, %: N 26.8. 1H NMR  
(360 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.48 (s, 
9H, C(CH3)3), 6.96 (t, 1H, C6H4), 7.00 (d, 
1H, C6H4), 7.39 (t, 1H, C6H4), 7.70 (d, 
1H, C6H4), 8.66 (s, 1H, CH), 9.87 (s, 1H, 
CH), 10.8 (s, 1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(21-metho-
xybenzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] 
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 j 
was obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.36 g (0.01 M) of 2-methoxybenzalde-
hyde. Yield 1.92 g (59 %). M.p. = 181-
182 °С. Anal. Calc. for C16H18N6O2. %:  
N 25.8. Found, %: N 25.6. 1H NMR  
(360 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.41 (s, 
9H, C(CH3)3), 3.92 (s, 3H, OCH3), 7.14 
(t, 1H, C6H4), 7.24 (d, 1H, C6H4), 7.64 (t, 
1H, C6H4), 8.07 (d, 1H, C6H4), 9.18 (s, 
1H, CH), 9.63 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(31-hydro-
xybenzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] 
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 k 
was obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.22 g (0.01 M) of 3-hydroxybenzalde-
hyde. Yield 1.78 g (57 %). M.p. = 241–
242 °С. Anal. Calc. for C15H16N6O2. %:  
N 26.9. Found, %: N 27.1. 1H NMR  
(360 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.40 (s, 
9H, C(CH3)3), 7.03 (d, 1H, C6H4), 7.34 
(d, 1H, C6H4), 7.38 (t, 1H, C6H4), 7.40 (s, 
1H, C6H4), 9.18 (s, 1H, CH), 9.28 (s, 1H, 
CH), 9.89 (s, 1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(21-hydro-
xy-31-methoxybenzylidene)-amino]-
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 8 l was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.52 g (0.01 M) of 
2-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde. 
Yield 1.78 g (52 %). M.p. = > 260 °С. 
Anal. Calc. for C16H18N6O3. %: N 24.6. 
Found, %: N 24.9. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.41 (s, 9H, 
C(CH3)3), 3.88 (s, 3H, OCH3), 6.95 (t, 
1H, C6H3), 7.20 (d, 1H, C6H3), 7.49 (t, 
1H, C6H3), 9.17 (s, 1H, CH), 9.67 (s, 
1H, CH), 10.2 (s, 1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-hydro-
xy-31-methoxybenzylidene)-amino]-
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 8 m was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.52 g (0.01 M) of 
4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde. Yield 
2.36 g (69 %). M.p. = 223–224 °С. Anal. 
Calc. for C16H18N6O3. %: N 24.6. Found, 
%: N 24.4. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
d6), d (ppm): 1.46 (s, 9H, C(CH3)3), 3.94 
(s, 3H, OCH3), 6.89 (d, 1H, C6H3), 7.32 
(d, 1H, C6H3), 7.55 (s, 1H, C6H3), 8.64 
(s, 1H, CH), 9.13 (s, 1H, CH), 9.30 (s, 
1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(31-hydro-
xy-41-methoxybenzylidene)-amino]-
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 8 n was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.52 g (0.01 M) of 
4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde. Yield 
2.26 g (66 %). M.p. = 252–253 °С. Anal. 
Calc. for C16H18N6O3. %: N 24.6. Found, 
%: N 24.7. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
d6), d (ppm): 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 3.87 
(s, 3H, OCH3), 7.09 (d, 1H, C6H3), 7.32 
(d, 1H, C6H3), 7.46 (s, 1H, C6H3), 9.07 
(s, 1H, CH), 9.17 (s, 1H, CH), 9.58 (s, 
1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-hydro-
xy -31- e thoxybenzyl idene) -amino] -
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 8 o was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.66 g (0.01 M) of 
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4-hydroxy-3-ethoxybenzaldehyde. Yield 
2.36 g (69 %). M.p.= 218–219 °С. Anal. 
Calc. for C17H20N6O3. %: N 23.6. Found, 
%: N 23.3. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
d6), d (ppm): 1.45 (s, 9H, C(CH3)3), 1.48 
(t, 3Н, СН2СН3), 4.17 (q., 2Н, СН2СН3), 
6.89 (d, 1H, C6H3), 7.32 (d, 1H, C6H3), 
7.53 (s, 1H,C6H3), 8.63 (s, 1H, CH), 9.12 
(s, 1H, CH), 9.18 (s, 1H, OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-hydro-
xy benzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] tria-
zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 9 p was 
obtai ned as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.22 g (0.01 M) of 4-hydroxybenzalde-
hyde. Yield 2.25 g (72 %). M.p. = > 250 °С. 
Anal. Calc. for C15H16N6O2. %: N 26.9. 
Found, %: N 26.6. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.45 (s, 9H, C(CH3)3), 
6.90 and 7.79 (d-d, 4H, C6H4), 8.62 (s, 
1H, CH), 9.12 (s, 1H, CH), 9.95 (s, 1H, 
OH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-metho-
xy benzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] tria-
zolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 9 q was 
obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н- [1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
1.36 g (0.01 M) of 4-methoxybenzalde-
hyde. Yield 2.28 g (70 %). M.p.= 230–
231 °С. Anal. Calc. for C16H18N6O2. %: N 
25.8. Found, %: N 25.9. 1H NMR (360 
MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.46 (s, 9H, 
C(CH3)3), 3.90 (s, 3H, OCH3), 7.04 and 
7.94 (d-d, 4H, C6H4, J=8.9 Hz), 8.75 
(s,1H, CH), 9.27 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-[(41-benzyl-
o xybenzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4] 
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 9 r 
was obtained as compound 5 from 2.08 g 
(0.01 M) 8-amino-6-tert-butyl-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 4 and 
2.12 g (0.01 M) of 4-benzyloxybenzalde-
hyde. Yield 2.93 g (73 %). M.p. = 198–
199 °С. Anal. Calc. for C22H22N6O2. %:  
N 20.9. Found, %: N 20.6. 1H NMR  
(360 MHz, DMSO-d6), d (ppm): 1.40 (s, 
9H, C(CH3)3), 5.23 (s, 2H, CH2), 7.22 and 
7.93 (d-d, 4H, C6H4, J=9.0 Hz), 7.34–
7.50 (m, 5H, C6H5), 9.17 (s, 1H, CH), 
9.18 (s, 1H, CH).

Synthesis of 6-tert-butyl-8-{[4-(41-
chlorobenzyloxy)-benzylidene]-amino}-
8Н-[1,2,4] triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-

7-оne 9 s was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 2.47 g (0.01 M) of 
4-(41-chlorobenzyloxy)-benzaldehyde. 
Yield 3.36 g (77 %). M.p. = 199–200 °С. 
Anal. Calc. for C22H21ClN6O2. %: N 19.2. 
Found, %: N 19.4. 1H NMR (360 MHz, 
DMSO-d6), d (ppm): 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 
5.23 (s, 2H, OCH2), 7.21 and 7.93 (d-d, 
4H, C6H4, J=8.8 Hz), 7.47 and 7.52 (d-d, 
4H, C6H4, J=8.5 Hz),9.17 (s, 1H, CH), 
9.19 (s, 1H, CH).

Synthesis of 2-{4-[(6-tert-butyl-7-oxo-
7H-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
8-ylimino)-methyl]-phenoxy}-N-isopropyl-
N-phenylacetamide 9 t was obtained as 
compound 5 from 2.08 g (0.01 M) 8-amino- 
6-tert-butyl-8Н-[1,2,4] triazolo[4,3-b]
[1,2,4]triazin-7-оne 4 and 2.97 g (0.01 M) 
of 2-(41-formylphenoxy)-N-isopropyl-N-
phenylacetamide. Yield 3.75 g (77 %). 
M.p. = 151–152 °С. Anal. Calc. for 
C26H29N7O3. %: N 20.1. Found, %: N 
20.3. 1H NMR (360 MHz, DMSO-d6), d 
(ppm): 1.08 (d, 6H, CH(CH3)2), 1.40 (s, 
9H, C(CH3)3), 4.36 (s, 2H, CH2), 4.80 (m, 
1H, CH(CH3)2), 6.94 and 7.87 (d-d, 4H, 
C6H4, J=8.7 Hz), 7.41–7.54 (m, 5H, Ph), 
9.16 (s, 1H, CH), 9.17 (s, 1H, CH).

Synthesis of 8-[(benzo[1,3]dioxol-5-
y lme thylene) -amino] -6 - tert -butyl -
8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-оne 10 was obtained as compound 5 
from 2.08 g (0.01 M) 8-amino-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazin-7-оne 4 and 1.50 g (0.01 M) of 
benzo[1,3]dioxol-5-carbaldehyde. Yield 
2.93 g (73 %). M.p. = 221–222 °С. Anal. 
Calc. for C16H16N6O3. %: N 24.7. Found, 
%: N 24.6. 1H NMR (360 MHz, DMSO-
d6), d (ppm): 1.40 (s, 9H, C(CH3)3), 6.18 
(s, 2H, CH2), 7.12 (d, 1H, C6H3), 7.47 (d, 
1H, C6H3), 7.50 (s, 1H, C6H3), 9.16 (s, 
1H, CH), 9.18 (s, 1H, CH).

Screening of compound’s antioxidant 
activity (AOA) was studied in vitro by 
their ability to inhibit lipoperoxide for-
mation, induced by FeSO4 in yolk lipo-
proteids emulsion. [8, 9]. Ascorbic acid 
and ionol were taken as comparison com-
pounds. The test was conducted by the 
following method. Each of compounds as 
10 μM/ml solution diluted in DMSO, 
0,5 ml 0,7 % FeSO4 • 7H2O solution and 
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3 ml potassium-phosphate buffer were 
added to yolk emulsion. After for 60 min 
at 37 °С incubation, solution was cooled 
and used for determination of lipid per-
oxidation products, which react with 
thiobarbituric acid (TBA-active prod-
ucts), particularly, malonic dialdehyde 
(MDA). For this, to solution, obtained 
after incubation, 2 ml of cooled 20 % 
trichloroacetic acid and 0,05 ml trilon 
B (50 mg/l) were added. After centrifu-
gation, 2 ml 1 % of freshly prepared 
tiobarbituric acid was added to each 
supernatant and incubated for 35 min at 
95 °С. After cooling, 4 ml of buthanol-1 
was added, and optical density of butha-
nol extracts was measured, using KFK-2 
photo colorimeter at wave length of 540 
nanometers. Each determination was 
repeated three times.

AOA of test and control samples was 
evaluated by formula:

Dc – Dt

Dc

• 100 %, whereAOA = 

Dc – optical density at 540 nm of con-
trol sample (DMSO without test com-
pound);

Dt – optical density at 540 nm of test 
sample (DMSO with test compound);

Results and discussion. According to 
the data obtained (table), it is possible to 
note certain dependences of the test sub-
stances structures with their antioxidant 
properties.

Thus, the introduction of electron-
withdrawing substituents (F, Cl, Br and 
COOMe) into the benzene ring leads to  
decrease of an antioxidant properties as 
to the base molecule 6-tert-butyl-8-
(benzyl idene amino)-8Н-[1,2,4]tri azo-
lo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 а without 
substitutes.

Replacing the benzene ring with het-
erocyclic thiophene 6 and furan 5 resi-
dues results in very strong prooxidant 
properties. Thus, 6-tert-butyl-8-[(furan-
2 -ylmethylene) -amino]-8Н - [1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 5 has 
the highest value of prooxidant activity:  
-110.9 % in relation to ascorbic acid and 
-134.1 % in relation to ionol.

It has been shown that antioxidant 
properties of the molecule depend sig-

nificantly on the position of the hydroxyl 
group in the benzene ring. Thus, the 
highest activity value in the 2-ОН (8 і), 
3-ОН (8 k) i 4-ОН (9 p) series is regis-
tered for compound 6-tert-butyl-8-[(41-
hydroxybenzylidene)-amino]-8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 9 p. 
The lowest is for the compound (8 k) 
with the presence of a hydroxyl group in 
the third position of the benzene ring. It 
should be noted that this pattern per-
sists with the introduction into the ring 
of electron-donating OCH3 and OC2H5 
substituents (compounds 8 l, 8 m, 8 n 
and 8 o) that enhance the antioxidant 
properties of the parent molecule. In the 
case of condensation of compound 4 
with salicylic aldehyde and with 
2-hydroxynaphthalene-1-carbaldehyde 
substances 8 i and 7 are formed, respec-
tively.

Analysing their antioxidant proper-
ties, we can conclude that condensed 
derivatives with a hydroxyl group have a 
higher AOA than their corresponding 
benzene derivatives with values of 48.08 % 
and 35.90 % (7 and 8 i) respectively. For 
substances 7, 8 a antioxidant properties 
were observed at the level of ascorbic 
acid, and substances 8 l, 8 o showed 
higher results than ascorbic acid.

Thus, a new series of 8Н-[1,2,4]
triazolo[4,3-в][1,2,4]triazin-7-ones deriv-
atives has been proposed, which may 
form the basis for the creation of new 
antioxidants.

Conclusions
1. A series of new derivatives of 

8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-в][1,2,4]tri-
azin-7-ones has been synthesized and 
their structure has been proved by 
modern physicochemical methods. An 
antioxidant properties of new com-
pounds were evaluated in screening 
test in vitro as compared with ionol 
and ascorbic acid. 

2. The regularities of the chemical struc-
ture – pharmacological action are 
established. It is shown that the 
introduction of electron-withdrawing 
substituents (F, Cl, Br and COOMe) 
into the benzene ring leads to a 
decrease of the antioxidant properties 
as to the base molecule 6-tert-butyl-8-
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( b enzy l  ideneamino ) -8Н - [ 1 ,2 ,4 ]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 а 
without substitutes. The most active 
were derivatives of 8-(benzyl ide-
neamino)-6-~{tert}-butyl- [1,2,4]
triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-ones, 
which had a hydroxyl group and an 
additional oxyalkyl fragment in the 

third position of the benzene ring (8 
l, 8 o).

3. The data obtained substantiate the 
feasibility of further studying the 
derivatives of 6-tert-butyl-8-(benzyl-
ideneamino)-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b]
[1,2,4]triazin-7-оnes as potential anti-
oxidant agents. 

Compound, substituents Optical density (540 nm) АОА, %
The control – DMSO 0.312
The control – Іоnоl 0.053 83,01
The control – ascorbic acid 0.148 52,56
4 0.250 19,87
5 2-furyl 0.658 -110,90
6 2-thiophenyl 0.382 -22,44
7 0.162 48,08
8 a H 0.163 47,76
8 b 4-Me 0.335 -7,37
8 c 4-F 0.338 -8,33
8 d 4-Cl 0.272 12,82
8 e 4-Br 0.282 9,62
8 f 4-NMe2 0.288 7,69
8 g 4-COOMe 0.262 16,03
8 h 2-Cl 0.249 20,19
8 i 2-OH 0.200 35,90
8 j 2-OCH3 0.267 14,42
8 k 3-OH 0.322 -3,21
8 l 2-OH, 3-OCH3 0.122 60,90
8 m 4-OH, 3-OCH3 0.228 26,92
8 n 3-OH, 4-OCH3 0.258 17,31
8 o 4-OH, 3-OC2H5 0.121 61,22
9 p 4-OH 0.178 42,95
9 q 4-OCH3 0.225 27,88
9 r 4-OCH2Ph 0.336 -7,69
9 s 4-OCH2C6H4Cl 0.337 -8,01
9 t 0.332 -6,41
10 3,4-CH2OCH2 0.302 3,21
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1. Основні шляхи утворення активних форм кисню в нормі та при ішемічних патологіях (огляд 
літератури) Ю. І. Губський, І. Ф. Бєленічев, С. І. Коваленко [та ін.]. Современные проблемы 
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Бобкова Л. С. № u 2019 01528; Заявл. 15.02.2019; Опубл. 25.07.2019, Бюл. № 14/2019.
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Y. N. Novodvorskyi, O. Y. Bahlai, I. V. Komarov, A. M. Demchenko
Synthesis and antioxidant activity of derivatives of 8Н[1,2,4]triazolo[4,3b]
[1,2,4]triazin7ones 
Oxidative stress is usually connected with many severe diseases, such as atherosclerosis, hyperten-

sion, Alzheimer’s disease etc. Therefore, the search for new antioxidants is a very important pharma-
cological task.

The aim of the study – to synthesize new derivatives of 8-(41-hydroxy-3R-benzylidenamino)-6-tert-
butyl-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazine-7-ones and to evaluate their antioxidant properties in 
screening test in vitro as compared with ionol and ascorbic acid. 

By interaction of equimolar amounts of 8-amino-6-tert-butyl-8H-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-one with the corresponding aromatic and heterocyclic aldehydes in ethanol, a series of Schiff bases with 
the key fragment 8H-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-one were synthesized. The structure and purity 
of all the substances obtained were confirmed by 1H NMR spectroscopy.

Screening of compound’s antioxidant activity (AOA) was studied in vitro by their ability to inhibit lipoper-
oxide formation, induced by FeSO4 in yolk lipoproteins emulsion. 

It is shown, that, depending on the structure, the test substances exhibit both antioxidant and pro-
oxidant properties. The regularities of the chemical structure – pharmacological action are established. 
It is shown that the introduction of electron-withdrawing substituents (F, Cl, Br and COOMe) into the 
benzene ring leads to a decrease in the antioxidant properties as to the base molecule 6-tert-butyl-8-
(benzylideneamino)-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оne 8 а without substitutes. The most 
active were derivatives of 8-(benzylideneamino)-6-~{tert}-butyl-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-
7-ones, which had a hydroxyl group and an additional oxyalkyl fragment in the third position of the ben-
zene ring (8 l, 8 o).

The data obtained substantiate the feasibility of further studying the most active derivatives of 6-tert-
butyl-8-(benzylideneamino)-8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4]triazin-7-оnes as potential antioxidant 
agents. 

Key words: antioxidant activity, ascorbic acid, ionol, derivatives of 8Н-[1,2,4]triazolo[4,3-в][1,2,4]tri-
azin-7-ones

Є. М. Новодворський, O. Ю. Баглай, I. В. Koмаров, A. M. Демченко
Синтез та антиоксидантна активність похідних 8Н[1,2,4]триазоло [4,3в]
[1,2,4]триазин7ону
Багато серйозних захворювань, такі як атеросклероз, гіпертензія, хвороба Альцгеймера, діабет 

та ін. пов’язані з розвитком окиснювального стресу. Тому пошук нових антиоксидантів є дуже актуаль-
ною задачею фармакології. 

Мета дослідження – синтезувати нові похідні 8Н-[1,2,4]триазоло [4,3-в][1,2,4]триазин-7-ону та 
вивчити їхню антиоксидантну активність у скринінговому дослідженні in vitro порівняно з іонолом та 
аскорбіновою кислотою.

Взаємодією еквімолярних кількостей 8-аміно-6-трет-бутил-8Н-[1,2,4] триазоло[4,3-в][1,2,4]
триазин-7-ону з відповідними ароматичними та гетероциклічними альдегідами в етанолі синтезова-
но низку основ Шиффа з ключовим фрагментом 8Н-[1,2,4]триазоло[4,3-в][1,2,4]триазин-7-ону. 
Будову та чистоту всіх отриманих речовин підтверджено даними ЯМР 1Н спектроскопії.

Антиоксидантну активність (АОА) похідних 8Н-[1,2,4]триазоло [4,3-в] [1,2,4]триазин-7-ону оці-
нювали в дослідах in vitro за їхньою здатністю пригнічувати утворення продуктів ліпопереокиснення, 
індуковане FeSO4 у ліпопротеїдах курячого яйця. 

Показано, що досліджувані речовини залежно від будови проявляють як антиоксидантні, так і 
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прооксидантні властивості. Встановлені закономірності хімічна будова – біологічна активність. 
Отримані дані обґрунтовують доцільність подальшого вивчення найактивніших похідних 8Н-[1,2,4]

триазоло[4,3-в] [1,2,4]триазин-7-ону як нових потенційних антиоксидантних засобів.

Ключові слова: антиоксидантна активність, аскорбінова кислота, іонол, похідні 8Н-[1,2,4]
триазоло[4,3-в][1,2,4]триазин-7-oнів

Е. Н. Новодворский, А. Ю. Баглай, И. В. Koмаров, A. M. Демченко
Синтез и антиоксидантная активность производных 8Н[1,2,4]триазоло[4,3в]
[1,2,4]триазин7онов
Многие серьезные заболевания, такие как атеросклероз, гипертензия, болезнь Альцгеймера, 

диабет и др. сопряжены с развитием окислительного стресса. Поэтому поиск новых антиоксидан-
тов является актуальной задачей фармакологии. 

Цель исследования – синтезировать новые производные 8Н-[1,2,4]триазоло[4,3-в][1,2,4]триа-
зин-7-она и изучить их антиоксидантную активность в скрининговом тесте in vitro по сравнению с 
ионолом и аскорбиновой кислотой.

Взаимодействием эквимолярных количеств 8-амино-6-трет-бутил-8Н-[1,2,4]триазоло[4,3-в]
[1,2,4]триазин-7-она с соответствующими ароматическими и гетероциклическими альдегидами в 
этаноле синтезирован ряд оснований Шиффа с ключевым фрагментом 8Н-[1,2,4]триазоло [4,3-в]
[1,2,4]триазин-7-она. Строение и чистота всех полученных веществ подтверждены данными ЯМР 1Н 
спектроскопии.

Антиоксидантную активность (АОА) производных 8Н-[1,2,4] триазоло[4,3-в][1,2,4]триазин-7-она 
оценивали in vitro по их способности ингибировать образование продуктов липопереокисления, 
индуцированное FeSO4 в липопротеинах куриного яйца.

Показано, что исследуемые вещества в зависимости от строения проявляют как антиоксидант-
ные, так и прооксидантные свойства. Установлены закономерности химическое строение – биоло-
гическая активность. 

Полученные данные обосновывают целесообразность дальнейшего изучения наиболее актив-
ных производных 8Н-[1,2,4]триазоло [4,3-в][1,2,4]триазин-7-она в качестве новых потенциальных 
антиоксидантных средств.
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Проблема цукрового діабету (ЦД) має 
велике медико-соціальне та загально-
людське значення. За даними Всесвіт-
ньої організації охорони здоров’я в 
світі кількість пацієнтів з ЦД стано-
вить майже 190 млн. В Україні за 
поширеністю ЦД посідає третє місце 
після серцево-судинних та онкологіч-
них захворювань. Так, станом на  
1 січня 2017 року, у країні зареєстро-
вано 1,24 млн осіб з ЦД [1]. 

Спостерігається тенденція до зрос-
тання захворюваності та поширеності 
ЦД 1 типу (ЦД1) у дитячому віці. У 
світі число дітей, хворих на ЦД1, ста-
новить 542 тис., а річний приріст упер-
ше виявлених випадків – 86 тис. [2]. 
Збільшення поширеності ЦД серед 
дитячого населення характерне й для 
України. Повідомляється, що в 2017 
році хворобу зареєстровано в 9538 дітей 
та підлітків віком від 0–18 років, з них 
уперше діабет діагностовано в 1368 осіб 
[3]. 

У більшості пацієнтів розвиваються 
характерні для ЦД ускладнення – полі-
нейропатії, нефропатії, ретинопатії, 
ангіопатії та ін. Окремо виділяють діа-
бетичну енцефалопатію (ДЕ), що вияв-
ляється майже в 80 % осіб з ЦД і сут-
тєво погіршує якість їхнього життя [4]. 

Хоча в основі розвитку ДЕ за ЦД1 і 
ЦД2 лежить порушення вуглеводневого 
обміну, але фактори розвитку та основ-
ні механізми дещо відрізняються. Так, 
для пацієнтів з ЦД2 є характерною 
«змішана енцефалопатія», основними 
факторами ризику якої є дисліпідемія 
та артеріальна гіпертензія, тоді як для 
пацієнтів з ЦД1 є характерною ДЕ в 
«чистому вигляді», головним чинни-
ком розвитку якої вважається оксида-
тивний стрес (ОС) [5, 6]. Встановлено, 
що ОС, викликаний гіперглікемією, 
виявляється надмірним утворенням 
реактивних форм кисню та виснажен-
ням системи антиоксидантного захис-
ту, що призводить до енергетичного 
виснаження та, як наслідок, пошко-
дження та загибелі нейронів [7–9]. 
Зокрема, хронічна гіперглікемія при-
зводить до активації поліолового 
шляху, що спричиняє виснаження 
запасів НАДФН, які необхідні для фер-
ментативного відновлення глутатіону 
(ВГ). Зменшення рівня ВГ є однією з 
причин зменшення активності оксиду 
нітрогену (NO) за ЦД і його ускладнень 
[6]. 

Тому корекцію ОС вважають одним 
із найперспективніших напрямів цере-
бропротекції за ЦД1.

Відомо, що N-ацетилцистеїн (NAцц) 
виявляє потужні антиоксидантні (АО) 
властивості, у тому числі в разі захво-
рювання центральної нервової системи 
[10–12]. Протекторні властивості NAцц 
пов’язують зі здатністю збільшувати 
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рівень глутатіону, який захищає клі-
тини від вільних радикалів [13]. Як 
антиоксидант NAцц розщеплює гідро-
ксильний радикал пероксид гідрогену 
і хлористоводневу кислоту [14]. Ре -
зуль  татами останніх досліджень пока-
зана здатність NAцц зменшувати екс-
пресію індуцибельної NO-синтази 
(iNOS) [15–18].

Також активно вивчається здатність 
мелатоніну (Мел) пригнічувати інтен-
сивність ліпопероксидації та підвищу-
вати стійкість до ОС шляхом протекції 
мікросомальних мембран і збільшення 
активності ферментів АО захисту (ката-
лази (КАТ), глутатіонпероксидази, глу-
татіонредуктази, глюкозо-6-фосфат-
дегідрогенази) [19, 20]. Окрім того, 
Мел може послаблювати глутаматну 
нейротоксичність, агресивність NO, 
активувати фактори росту нейронів та 
одночасно обмежувати апоптоз нерво-
вих клітин [21]. 

Мета дослідження – вивчення впли-
ву NAцц, Мел та їхнього поєднання на 
стан електронно-транспортного ланцю-
га (ЕТЛ) мітохондрій та АО системи в 
головному мозку щурів за експеримен-
тального ЦД1.

Матеріали та методи. Дослідження 
проводили на 130 статевозрілих 
щурах-самцях лінії Wistar масою 200–
260 г. Тварин вирощували й утримува-
ли на звичайному збалансованому хар-
човому раціоні та вільному доступі до 
води в умовах віварію Національного 
медичного університету імені О. О. Бо -
го  мольця. Усі маніпуляції були про-
ведені відповідно до Закону України 
від 21 лютого 2006 року № 3447-ІV 
«Про захист тварин від жорстокого 
поводження» [22] та згідно з Європей-
ською конвенцією про захист хребет-
них тварин, що використовуються для 
експериментальних та інших науко-
вих цілей [23]. Дотримання біоетич-
них норм засвідчено експертним 
висновком Комісії з питань етики 
НМУ імені О. О. Богомольця (протоко-
ли від 28 грудня 2016 р. № 99; від 22 
лютого 2019 р. № 119).

ЦД1 моделювали в тварин шляхом 
введенням стрептозотоцину (STZ) 
(Sigma, CША) у дозі 50 мг/кг у цитрат-
ному буферному розчині (рH 4,5) одно-

разово інтраперитонеально відповідно 
до методичних рекомендацій [24]. Для 
зниження симптомів гіпоглікемії та 
кетоацидозу, які виникають після 
ін’єкції, дослідні тварини протягом  
48 год отримували 5 % розчин глюкози 
з поїлки. Через 72 год після ін’єкції 
STZ у дослідних щурів вимірювали 
рівень глюкози в крові з хвостової 
вени, використовуючи глюкометр One 
Touch Select Simple (LifeScan, США). В 
експеримент включали тварин, що 
мали стійку гіперглікемію з рівнем 
глюкози понад 15 ммоль/л. Протягом 
експерименту визначали рівень глюко-
зи кожного тижня, масу тіла, оцінюва-
ли зовнішній вигляд тварин. 

Тварини були розділені на підгрупи: 
1) інтактний контроль (ІК); 2) конт-
рольна патологія (КП, тварини з ЦД1, 
яким вводили фізіологічний розчин); 
3) NAцц (тварини з ЦД 1, яким вводи-
ли NAцц (STADA) у дозі 1500 мг/кг); 
4) Мел (щури з ЦД1, які отримували 
Мел (Київський вітамінний завод) у 
дозі 10 мг/кг); 5) NАцц + Мел (група 
модельних тварин з ЦД1, яким вводи-
ли комбінацію NAцц і Мел). Підбір 
дозування NАцц здійснювали на осно-
ві проведених раніше досліджень спів-
робітниками кафедри клінічної фарма-
кології та клінічної фармації Націо-
нального медичного університету імені 
О. О. Богомольця. Обрана доза 1500 мг/
кг є найефективнішою щодо поперед-
ження індукованого гіперглікемією 
ОС та виявлення нейропротекторних 
властивостей, що співпадає з даними 
літератури [25–27]. Підбір дозування 
Meл здійснювали відповідно до аналі-
зу джерел літератури [28–32]. Лікар-
ські засоби вводили внутрішньошлун-
ково протягом 5 тижнів, починаючи з 
15 доби після відтворення контрольної 
патології. 

Евтаназію здійснювали декапітацією 
під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг, 
внутрішньоочеревинно) з метою забору 
крові та головного мозку. З головного 
мозку видаляли кров, відділяли від 
мозкової оболонки, лобову ділянку 
головного мозку поміщали в рідкий 
азот для проведення електронної пара-
магнітно-резонансної (ЕПР) спектрофо-
тометрії, решту мозку гомогенізували 
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для визначення вмісту ВГ та активнос-
ті КАТ. З метою виділення мітохонд-
ріальної фракції лобову ділянку голов-
ного мозку подрібнювали в рідкому 
азоті та гомогенізували за температури 
2 °С у середовищі сахарози, трис-НСl-
буферу та ЕДТА-1. Методом диференці-
ального центрифугування виділяли 
мітохондріальну фракцію [33].

Стан мітохондріального ЕТЛ у клі-
тинах головного мозку оцінювали 
методом ЕПР за амплітудою та поло-
женням таких парамагнітних центрів 
з g-факторами: 1,94 – залізосірчаних 
протеїнів (ЗСП) у N2; 2,003 – радика-
лів убісеміхінону; 2,03 – негемових 
нітрозильних комплексів заліза, на 
комп’ютеризованому спектрометрі 
РЕ-1307 відповідно до методики [34]. 

Для вивчення впливу NAцц, Мел та 
їхнього поєднання на етапі ініціації ОС 
визначали швидкість генерування 
супероксидних радикалів (СР) і рівень 
NO у тканині головного мозку щурів. 
Супероксид-генеруючу активність 
визначали методом ЕПР з використан-
ням спінового уловлювача 2,2,6,6,- 
тетра метил-4-оксипіперидину за кім-
натної температури. Рівень NO дослі-
джували методом ЕПР у низькотемпе-
ратурному режимі з використанням 
діетилдитіокарбамату (Sigma, USA) як 
спінового уловлювача [34].

Вплив досліджуваних лікарських 
засобів на кінцевих етапах ОС оцінюва-
ли за рівнем ВГ та активністю КАТ. 
Вміст ВГ у гомогенаті тканини головно-
го мозку визначали cпектро фото мет-
рично (l 412 нм) за реакцією взаємодії 
з 5,5`-дитіобіс-2-нітробензойною кисло-
тою з утворенням тіонітрофенільного 
аніона, кількість якого пропорційна 
кількості тіолових груп, що прореагу-
вали з кислотою [35]. Попередньо про-
водили осадження білків 20 % розчи-
ном трихлороцтової кислоти (центри-
фугували 15 хв 3000 g). До cупернатанту 
додавали фосфатний буфер (рH 7,4) і 
реактив Елмана. Потім визначали 
оптичну густину. 

Визначення активності КАТ прово-
дили за методом М. Королюк і співавт. 
[36], принцип якого полягає в тому, що 
КАТ руйнує перекис водню, незруйно-
вана частина якого в разі взаємодії з 

солями молібдату амонію утворює стій-
кий забарвлений комплекс, який визна-
чали спектрофотометрично (l 410 нм).

З метою оцінки протекторних влас-
тивостей NAцц, Мел та їхнього поєд-
нання також було вивчено вплив на 
рівень церулоплазміну (ЦП), трансфе-
рину (ТФ), метгемоглобіну (MetHb) у 
крові щурів з ЦД1. Для цього в про-
бірку з 1 мл трилону Б набирали 3 мл 
крові, потім заморожували в спеціаль-
ній прес-формі в рідкому нітрогені для 
дослідження методом ЕПР [37]. Реє-
страцію рівнів ЦП, ТФ, MetHb прово-
дили на спектрометрі РЕ-1307 за тем-
ператури рідкого азоту 77 °К. Вміст ЦП 
оцінювали за амплітудою сигналу ЕПР 
з g-фактором 2,05, ТФ – 4,25 та MetHb 
– 6,3.

Статистичну обробку даних проводи-
ли методом варіаційної статистики за 
допомогою програм «IBM SPSS Statistics 
Base version 22.0» і «Medstat». Для 
з’ясування міжгрупових відмінностей у 
випадку нормального розподілу вибір-
кових даних використовували t-кри-
терій Стьюдента (для попарних порів-
нянь) або однофакторний дисперсійний 
аналіз ANOVA за критерієм Шеффе та 
Даннета. За відсутності нормального 
розподілу використовували U-критерій 
Манна-Уїтні. Відмінності вважали 
достовірними в разі Р < 0,05. Точкову 
оцінку результатів представляли у 
вигляді середніх значень і стандартної 
похибки середнього (M ± m).

Результати та їх обговорення. Через 
7 тижнів після моделювання ЦД1 у 
щурів групи КП встановлено зниження 
порівняно з інтактним контролем амп-
літуди сигналу ЕПР з g-фактором 1,94 
(0,125 ± 0,01) проти (0,58 ± 0,07)  
відн. од., р < 0,05) і 2,003 (0,14 ± 0,01) 
проти (0,35 ± 0,05) відн. од., р < 0,05), 
тоді як амплітуда g-2,03 зростала (0,09 ± 
0,01) проти (0,05 ± 0,02) відн. од., р < 
0,05). Таким чином, у щурів з ЦД1 
встановлено значне зменшення ЗСП 
(g-1,94) (ЗСП N-2), що є важливими 
компонентами в І пункті супряження 
окиснення та фосфорилювання в дихаль-
ному ланцюзі, у разі пошкодження якого 
мітохондрії втрачають здатність синтезу-
вати АТФ, а кисень відновлюється до 
СР. Разом з тим, зростання амплітуди 
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сигналу нітрозильних комплексів заліза 
(NO-FeS-білки, g-2,03) є маркером віль-
норадикальних процесів та ушкоджен-
ня мембранних структур. Зменшення 
рівня радикалів убісеміхінону (g-2,003) 
у клітинах головного мозку щурів з 
ЦД1 вказує на порушення функціону-
вання CoQ в ЕТЛ мітохондрій, у резуль-
таті чого втрачається здатність до пере-
носу електронів у І і ІІІ комплексах 
ЕТЛ, відбувається генерування реактив-
них форм кисню. Отримані дані можуть 
свідчити про ушкодження ЕТЛ мітохон-
дрій головного мозку щурів з ЦД1.

За умов застосування NАцц, Мел, а 
особливо їхнього поєднання відбулося 
зростання вмісту ЗСП N-2 (0,20 ± 0,06) 
відн. од., (0,22 ± 0,01) відн. од. та  
(0,25 ± 0,01) відн. од., р < 0,05) порів-
няно з групою КП, що може свідчити 
про їхню здатність попереджувати 
ушкодження даних компонентів ЕТЛ 
мітохондрій головного мозку щурів за 
умов експериментального ЦД1. Засто-
сування лікарських засобів не мало 
суттєвого впливу на величину ЕПР 
NO-FeS-білки. Імовірно, вказані зміни 
в мембранах клітин головного мозку 
відбуваються на початкових етапах, і 
використання лікарських засобів через 
2 тижні після індукції ЦД1 STZ не 
впливає на нормалізацію нітрозильних 
комплексів. Однак сумісне використан-
ня NАцц і Мел за умов експеримен-
тального ЦД1 супроводжувалося зрос-
танням вмісту убісеміхінону в 2,0 разу 
(0,28 ± 0,01) р < 0,05), що може бути 
пов’язано зі здатністю регулювати біо-
синтез CoQ, мембраностабілізуючими 
та антиоксидантними властивостями.

Індукція ЦД1 супроводжувалася 
зростанням швидкості генерування СР 
у мітохондріях тканини головного 
мозку щурів (0,93 ± 0,14) нмоль/г тка-
нини • хв проти (0,15 ± 0,05) нмоль/г 
тканини • хв, р < 0,05), тоді як швид-
кість генерування NO зменшувалася 
(0,47 ± 0,04) нмоль/г тканини • хв 
проти (1,29 ± 0,09) нмоль/г тканини • 
хв, р < 0,05), що вказує на зменшення 
біодоступності NO і збільшення ОС. 
Аналіз змін швидкості генерування СР 
через 5 тижнів фармакотерапії показав 
статистично достовірне зниження 
порівняно з групою КП (р < 0,05). 

Зокрема, найнижчі значення отримані 
за поєднаного використання NАцц і 
Мел (0,55 ± 0,08) нмоль/г тканини • 
хв), тоді як монотерапія була менш 
ефективною (0,75 ± 0,07) нмоль/г тка-
нини • хв та 0,67 ± 0,09 нмоль/г тка-
нини • хв). Введення NАцц, Мел та 
особливо їхнього поєднання сприяло 
порівняно з групою КП зростанню 
рівня NO (0,70 ± 0,05) нмоль/г ткани-
ни • хв, (0,87 ± 0,10) нмоль/г тканини 
• хв і (0,95 ± 0,05) нмоль/г тканини • 
хв р < 0,05) у клітинах головного 
мозку щурів з ЦД1.

Моделювання стрептозотоцинового 
ЦД1 супроводжувалося виснаженням 
системи АО (рис. 1) захисту, про що 
свідчило зменшення рівня ВГ (0,30 ± 
0,02) мкмоль/мг тканини проти (0,43 ± 
0,01) мкмоль/мг тканини в групі ІК,  
p < 0,05) та активності КАТ (30,87 ± 
1,51) мкат/мг тканини проти (49,05 ± 
3,58) мкат/мг тканини в групі ІК, p < 
0,05). Окрім того в тварин групи КП 
встановлено зменшення коефіцієнта 
NO/ВГ: (1,6 ± 0,03) проти (3,0 ± 0,015). 
Фармакотерапія NАцц, Meл і NАцц + 
Meл спричинила достовірне (p < 0,05) 
підвищення рівня ВГ у головному 
мозку щурів зі стрептозотоциновим ЦД 
(рис. 1а). Найбільше значення відміче-
но в тварин, які отримували NАцц 
(0,53 ± 0,01) мкмоль/мг тканини, тоді 
як коефіцієнт NO/ВГ найближчим до 
значень ІК був у групі комбінації дослі-
джуваних ЛЗ (2,3 ± 0,04). Рівень 
активності КАТ (рис. 1b) відновлював-
ся в усіх групах фармакологічної ко -
рек  ції порівняно з КП (p < 0,05). Най-
більша активність ферменту відміча-
лась у групі тварин, які отримували 
Meл (48,84 ± 3,20) мкат/мг тканини).

За вивчення стану АО захисту в 
крові щурів зі стрептозотоциновим 
ЦД1 (рис. 2) відмічено збільшенням 
рівня ЦП у 1,3 разу та MetHb у 9,5 
разу (р < 0,05), тоді як рівень ТФ змен-
шився в 1,5 разу порівняно з ІК (р < 
0,05). Застосування NAцц, Мел та 
їхнього поєднання супроводжувалося 
змінами вмісту ТФ, ЦП і MetHb у крові 
щурів зі стрептозотоциновим ЦД1. Так, 
у групах тварин NAцц і Мел вміст ТФ 
зріс у 1,5 разу, а в разі сумісного засто-
сування лікарських засобів у 2,0 разу 
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порівняно з КП (р < 0,05). Під впливом 
NAцц вміст ЦП зменшився в 1,6 разу, 
Мел – у 1,4, а NAцц + Мел – у 1,3 разу 
(р < 0,05). Рівень MetHb у групі NAцц 
зменшився в 1,6 разу, у групах Мел і 
NAцц + Мел – у 1,3 разу (р < 0,05).

Отже, сумісне застосування NАцц і 
Мел протягом 5 тижнів сприяє норма-
лізації ЕТЛ мітохондрій і виявляє тим 
самим АО вплив на клітини головного 
мозку щурів з ЦД1. У разі монотерапії 

NАцц і Мел виявляли протекторний 
вплив на кінцевих етапах ОС. Зокрема, 
Мел за експриментального ЦД1 сприяв 
підвищенню активності КАТ, тоді як 
NАцц–ВГ.

Результати останніх досліджень вка-
зують, що саме мітохондріальна дис-
функція є основою нейродегенератив-
них порушень у разі захворювань цен-
тральної нервової системи [38, 39]. В 
окремих дослідженнях показано, що 

Рис. 1. Рівень відновленого 
глутатіону (a) та активність 
каталази (b) у гомогенаті 
тканин головного мозку 
здорових щурів (ІК), щурів з 
ЦД1 (КП), щурів з ЦД1, які 
отримували: N-ацетилцистеїн 
(NАцц) у дозі 1500 мг/кг, 
мелатонін (Meл) – 10 мг/кг 
та їхнє поєднання (NАцц + 
Meл).

Примітка. Тут і на рис. 2: *досто-
вірні відмінності порівняно з 
інтакт ним контролем, р < 0,05, 
#достовірні відмінності порівняно з 
групою контрольної патології, р < 
0,05, @достовірні відмінності порів-
няно з групою NАцц + Meл, р < 0,05.

Рис. 2. Вміст трансферину (ТФ), церулоплазміну (ЦФ) та метгемоглобіну (MetHb)  
у крові щурів зі стрептозотоциновим цукровим діабетом за впливу N-ацетилцистеїну 
(NАцц), мелатоніну (Meл) та їхньої комбінації (NAцц + Мел)

а

б
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порушення функціонування ЕТЛ міто-
хондрій залучене до патогенезу ДЕ. 
Зокрема M. Chomova та співавтор. було 
показано зменшення активності комп-
лексу І ЕТЛ мітохондрій головного 
мозку щурів з експериментальним ЦД1 
[40]. В іншому дослідженні Y. Zhou та 
співавтор. довели, що моделювання 
стрептозотоцинового ЦД1 супровод-
жується розвитком мітохондріальної 
дисфункції нейронів головного мозку, 
що призводить до розвитку когнітивно-
го дефіциту [41]. Тому актуальним є 
подальше вивчення мітохондрій як 
мішеней для терапії, а також для розу-
міння патофізіології уражень головного 
мозку за ЦД1. 

Результати окремих попередніх 
досліджень також вказують на міто-
протекторні властивості NAцц. Зокре-
ма, D. J. Wright та співавтор. було 
встановлено покращання функціону-
вання мітохондрій, що супроводжува-
лося зменшенням когнітивного дефіци-
ту за моделювання хвороби Гантингто-
на [42]. T. Al-Nahdi та співавтор. у 
дослідах in vivo доведено, що введення 
NAцц супроводжувалося відновленням 
мембранного балансу мітохондрій, 
окисно-відновного гомеостазу, запобіга-
ло апоптозу та сприяло нормалізації 
синтезу інсуліну b-клітинами підшлун-
кової залози [43]. Іншими дослідника-
ми in vitro встановлено, що введення 
Мел у концентрації 05, 1, 5, 10 μМ 
сприяло відновленню мембранного 
потенціалу мітохондрій і зменшенню 
ОС у шванівських клітинах на фоні 
гіперглікемії [44]. Експериментальні 
дослідження вказують на здатність 
NAцц знижувати експресію iNOS і від-
новлювати рівень NO у тканинах голов-
ного мозку за патологічних умов [45, 
46]. Повідомляється, що Мел здатний 
нейтралізувати реактивні форми кисню 

в ЦНС при експериментальних і клі-
нічних дослідженнях у пацієнтів з епі-
лепсією [47]. Таким чином, результати 
даних досліджень підтверджують важ-
ливість забезпечення саме мітопротек-
торного впливу для зменшення вира-
женості енцефалопатії за ЦД1. 

Висновки
1. За експериментального ЦД1 відбу-

ваються порушення ЕТЛ мітохондрій 
і роз’єднання клітинного дихання з 
фосфорилюванням у нейронах голов-
ного мозку. Так, встановлено змен-
шення в 4,6 разу (р < 0,05) ЗСП, у 
2,5 разу – рівня радикалів убіхінону 
(р < 0,05), підвищення в 1,2 разу 
рівня нітрозольних комплексів залі-
за (р < 0,05).

2. Встановлено, що NАцц і Мел акти-
вують ендогенну систему АО захисту 
головного мозку щурів зі стрептозо-
тоциновим ЦД1. Зокрема, застосу-
вання NАцц супроводжувалося під-
вищенням у 1,8 разу (р < 0,05) рівня 
ВГ, тоді як використання Мел – 
збільшенням у 1,6 разу активності 
КАТ (р < 0,05). Окрім того, вказані 
лікарські засоби, особливо в разі 
їхнього поєднаного застосування, 
нормалізували АО захист крові 
щурів з ЦД1, про що свідчило набли-
ження рівня ТФ, ЦП і MetHb до зна-
чень інтактного контролю (р < 0,05).

3. Застосування NАцц разом з Мел про-
тягом 5 тижнів асоціювалось з висо-
ким антирадикальним ефектом у тка-
нині головного мозку щурів з експе-
риментальним ЦД1, знижуючи рівень 
генерування СР у 1,7 разу (р < 0,05), 
попереджуючи зниження рівня ЗСП 
N2 і радикалів убіхінону в 2,0 разу 
порівняно з КП (р < 0,05), сприяючи 
нормалізації ЕТЛ мітохондрій.
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О. А. Темірова, М. В. Хайтович, А. П. Бурлака, А. В. Вовк
Модифікуючий вплив Nацетилцистеїну, мелатоніну та їхньго поєднання  
на стан електроннотранспортного ланцюга мітохондрій та антиоксидантної 
системи в головному мозку щурів за експериментального  
цукрового діабету 1 типу
Мета дослідження – вивчення впливу N-ацетилцистеїну (NАцц), мелатоніну (Мел) та їхнього поєд-

нання на стан електронно-транспортного ланцюга (ЕТЛ) мітохондрій та антиоксидантної системи в 
головному мозку щурів за експериментального цукрового діабету (ЦД) 1 типу.

Дослідження проведені на щурах-самцях лінії Wistar. ЦД1 моделювали шляхом введенням стреп-
тозотоцину. Щури з індукованим ЦД1 отримували NАцц (1500 мг/кг), Мел (10 мг/кг) та їхнє поєд-
нання протягом 5 тижнів, починаючи з 15 доби після відтворення контрольної патології.
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Згідно з результатами експериментальних досліджень, отриманих на моделі ЦД1 у щурів, було 
виявлено порушення ЕТЛ мітохондрій клітин головного мозку. Так, встановлене значне зменшення 
залізосірчаних білків у 4,6 разу (р < 0,05), а також радикалів убіхінону в 2,5 разу (р < 0,05), тоді як 
рівень нітрозольних комплексів заліза зріс у 1,2 разу (р < 0,05) порівняно з групою інтактного 
контролю. Поєднане застосування NАцц і Мел у щурів зі стрептозотоциновим ЦД1 попереджувало 
зменшення рівня залізосірчаних білків і радикалів убіхінону (у 2,0 разу порівняно з групою контр-
ольної патології, р < 0,05), сприяючи нормалізації ЕТЛ мітохондрій і виявляючи тим самим анти-
оксидантний і антиапоптичний вплив на клітини головного мозку. Застосування комплексу NAцц і 
Мел виявило найкращий антирадикальний ефект, сприяючи зниженню рівня генерування супер-
оксидних радикалів у 1,7 разу (р < 0,05). Зростання рівня NO в 2,0 разу (р < 0,05) можливо 
пов’язане з нормалізацією активності ендотеліальної NO-синтази в разі застосування комплексу 
даних лікарських засобів.

Монотерапія NАцц і Meл була більш ефективною на кінцевих етапах оксидативного стресу. Зокре-
ма, введення NAцц супроводжувалося зростанням у 1,8 разу рівня відновленого глутатіону (р < 
0,05), тоді як Мел підвищував у 1,6 разу активність каталази (р < 0,05).

Окрім того, вказані лікарські засоби, особливо в разі їхнього поєднаного застосування, нормалі-
зували антиоксидантний захист крові щурів з ЦД1, про що свідчило наближення рівня трансферину, 
церулоплазміну та метгемоглобіну до значень інтактного контролю (р < 0,05).

Ключові слова: цукровий діабет 1 типу, N-ацетилцистеїн, мелатонін, мітохондрії, супероксидний 
радикал, глутатіон, каталаза

Е. А. Темирова, М. В. Хайтович, А. П. Бурлака, А. В. Вовк 
Модифицирующее влияние Nацетилцистеина, мелатонина и их сочетания  
на состояние электроннотранспортной цепи митохондрий и антиоксидантной 
системы в головном мозге крыс при экспериментальном сахарном диабете  
1 типа
Сахарный диабет (СД) является проблемой медико-социального и общечеловеческого значе-

ния. Почти у 80 % пациентов с СД встречается диабетическая энцефалопатия (ДЭ), что приводит к 
существенному ухудшению качества жизни. Основным фактором развития ДЭ при СД 1 типа (СД1) 
считается оксидативный стресс (ОС). Так, активация ОС, вызванного гипергликемией, вызывает 
избыточное образование реактивных форм кислорода и истощение системы антиоксидантной 
защиты, что приводит к энергетическому истощению и, как следствие, повреждению и гибели ней-
ронов. Поэтому коррекция ОС считается одним из самых перспективных направлений церебропро-
текции при СД1.

Цель исследования – изучить влияние N-ацетилцистеина (NАцц), мелатонина (Мел) и их сочета-
ния на состояние электронно-транспортной цепи (ЭТЦ) митохондрий и антиоксидантной системы в 
головном мозге крыс при экспериментальном СД1.

Исследования проведены на крысах-самцах линии Wistar. СД1 моделировали путем введения 
стрептозотоцина. Крысы с индуцированным СД1 получали NАцц (1500 мг/кг), Мел (10 мг/кг) и их 
комбинацию в течение 5 недель, начиная с 15 суток после воспроизведения контрольной патологии.

Согласно результатам экспериментальных исследований, полученным на модели СД1 у крыс, 
были выявлены нарушения ЭТЦ митохондрий клеток головного мозга. Так, установлено значитель-
ное уменьшение железосерных белков в 4,6 раза (р < 0,05), а также радикалов убихинона в 2,5 раза 
(р < 0,05), тогда как уровень нитрозольных комплексов железа вырос в 1,2 раза ( р < 0,05). Совмест-
ное применение NАцц и Мел у крыс со стрептозотоциновым СД1 предупреждало снижение уровня 
железосерных белков и радикалов убихинона (в 2,0 раза по сравнению с группой контрольной 
патологии, р < 0,05), способствуя нормализации ЭТЦ митохондрий и проявляя тем самым антиок-
сидантное и антиапоптическое влияние на клетки головного мозга. Применение комплекса NAцц и 
Мел имело лучший антирадикальный эффект, способствуя снижению уровня генерирования супер-
оксидных радикалов в 1,7 раза (р < 0,05). Рост уровня NO в 2,0 раза (р < 0,05) возможно связан с 
нормализацией активности эндотелиальной NO-синтазы при совместном применении данных 
лекарственных средств.

Монотерапия NАцц и Meл была более эффективной на конечных этапах ОС. В частности, введе-
ние NAцц сопровождалось ростом в 1,8 раза уровня восстановленного глутатиона (р < 0,05), тогда 
как Мел повышал в 1,6 раза активность каталазы (р < 0,05).

Указанные лекарственные средства, особенно при совместном применении, нормализовали 
показатели антиоксидантной защиты в крови у крыс с СД1, о чем свидетельствовало приближе-
ние уровня трансферрина, церулоплазмина и метгемоглобина (р < 0,05) к значениям интактного 
контроля.

Ключевые слова: сахарный диабет 1 типа, N-ацетилцистеин, мелатонин, митохондрии, 
супероксидный радикал, глутатион, каталаза

Фармакологія та лікарська токсикологія, Том 13, № 5/2019
ISSN 2227-7943. Pharmacology and Drug Toxicology, 2019, 13 (5), 353–362



362

O. A. Temirova, M. V. Khaitovych, A. P. Burlaka, A. V. Vovk
The modifying effect of Nacetylcysteine, melatonin and their combination  
on the state of the mitochondrial electron transport chain and antioxidant system 
in the rat brain at experimental diabetes type 1
Diabetes mellitus (DM) is an importance medico-social problem. Almost 80 % of patients with diabetes 

have diabetic encephalopathy (DE) which leads to a significant impairment in the quality of life. Oxidative 
stress (OS) is considered to be a major factor in the development of DE in type 1 diabetes (DM1). Thus, 
hyperglycemia-induced OS causes excessive formation of reactive oxygen species and depletion of the 
antioxidant protection system which lead to energy depletion and, as a result, neuronal damage and death. 
Therefore, OS correction is considered to be one of the most promising areas of cerebroprotection in DM1.

The purpose of the study was to investigate the effect of N-acetylcysteine (NAC), melatonin (Mel) and 
their combination on the state of mitochondrial electron transport chain (ETC) and antioxidant (AO) system 
in rats` brain with experimental DM1 

Experiments were carried out on male Wistar rats. DM1 was induced by administration of streptozotocin 
(STZ). Rats with induced DM1 received NAC (1500 mg/kg), Mel (10 mg/kg) and their combination during 
5 weeks, starting at 15 days after control pathology (CP) was reproduced. 

According to the results of experimental studies, obtained in the rats` with DM1 model, disruption of 
mitochondrial ETC in brain cells was detected. Thus, it was found a significant decrease of sulfur-iron 
proteins in 4,6-times (p <0,05) and ubiquinone radicals in 2,5-times (p < 0,05), while the level of iron 
nitrosol complexes was increased in 1,2-times (p < 0,05) to intact control values.

The combined effect of NAC and Mel in rats with streptozotocin DM1 prevented the decreasing in the 
level of sulfur-iron proteins and ubiquinone radicals (by 2,0-times compared with control pathology group, 
p < 0,05, contributing to the normalization of mitochondrial ETC and thereby exhibiting antioxidant and 
antiapoptotic effects in brain cells. Joint use of the NAC and Mel showed the best antiradical effect 
reducing superoxide radicals generation by 1,7-times (p < 0,05). An increase of NO level by 2,0-times (p 
< 0,05) indicates the endothelial protective effect of this medicines combination and. may be associated 
with a normalization of endothelial NO synthase activity.

Monotherapy of NAC and Mel was more effective in the final stages of OS. In particular, the 
administration of NAC was accompanied with increasing of the reduced glutathione level by 1,8-times (p < 
0,05), whereas melatonin led to increase of catalase activity by 1,6-times (p < 0,05) versus CP group.

These medicines, especially in combination, normalized the AO system indices in the blood of rats with 
DM1, as evidenced by the approximation of transferrin, ceruloplasmin, and methemoglobin levels (p < 
0,05) to intact control values.

Key words: type 1 diabetes mellitus, N-acetylcysteine, melatonin, mitochondria, superoxide radical, 
glutathione, catalase
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Ключові слова: парацетамол, гострі 
отруєння, гостра печінкова недостатність, 
ацетилцистеїн

Сьогодні отруєння парацетамолом є 
одним з найпоширеніших і найнебез-
печніших видів отруєння лікарськими 
засобами. В Україні кількість суїци-
дальних спроб з використанням пара-
цетамолу в 2018 році зросла вдвічі 
порівняно з 2017 роком.

Мета дослідження – визначити 
динаміку клінічних і лабораторних 
показників у разі отруєння парацета-
молом тяжкого ступеня, що ускладни-
лося розвитком гострої печінкової недо-
статності, та оцінити ефективність 
застосування антидотів і засобів фарма-
кологічної корекції.

Описано випадок отруєння таблетка-
ми парацетамолу тяжкого ступеня в 
жінки 22 років. 

Громадянка Я., 22 років, з суїцидаль-
ної метою прийняла 110 таблеток параце-
тамолу та 10 таблеток снодійного засобу. 
Загальна доза парацетамолу перевищила 
250 мг/кг маси тіла. Проведене проми-
вання шлунка та очищення кишечника. 
Розпочата інфузійна терапія розчинами 
кристалоїдів, глюкози, сорбітолу, натрію 
гідрокарбонату 4 %. Призначене лікуван-
ня: ацетилцистеїн (140 мг/кг/добу), тіок-
това кислота (20 мг/кг/добу), силібінін 
(20 мг/кг/добу), адеметіонін (400 мг/
добу), аргініну глутамат (40 %, 5,0 мл/
добу), дексаметазон (8 мг/добу). Через  
24 год зареєстровано різке підвищення 

рівня ферментів АсАт (аспартатаміно-
трансферази), АлАт (аланінамінотранс фе-
рази), ГГТП(гамма-глутамілтрансфе ра зи), 
явища коагулопатії. Зміни набули макси-
мальних значень через 48 год після посту-
плення. АсАт – 19 740 Од/л (норма – до 
32 Од/л), АлАт – 14 800 Од/л (норма – до 
33 Од/л), ГГТП – 157 Од/л (норма – до  
32 Од/л); ПТІ (протромбіновий індекс) – 
13,0 %, МНО (міжнародне нормалізоване 
відношення) – 4, АЧТЧ (активований 
частковий тромбопластиновий час) – 48. 
Відмічені пожовтіння склери очей і 
шкіри, збільшення живота, збільшення 
печінки, асцит, з’явилися кров’янисті 
виділення з піхви, зниження діурезу. 
Призначено свіжозаморожену плазму, 
вітамін К, етамзилат, фуросемід, спіроно-
лактон, дексаметазон, пентоксифілін. На 
п’яту добу лікування була відмічена пози-
тивна динаміка біохімічних показників 
крові, а на 16 добу лікування пацієнтка 
була виписана в задовільному стані.

Висновки
Проблема гострих отруєнь парацетамо-
лом залишається актуальною в практи-
ці лікаря-токсиколога. Використання 
антидота АЦЦ дає позитивний резуль-
тат у разі своєчасного звернення паці-
єнта за медичною допомогою. Токсич-
ний гепатит, панкреатит і ниркова 
недостатність є типовими ускладнення-
ми тяжкого отруєння парацетамолом і 
потребують складного комплексного 
лікування. Біологічними маркерами 
токсичного процесу є рівні в крові 
АсАт, АлАт, ГГТП і ПТІ.
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Ключевые слова: парацетамол, острые 
отравления, острая печеночная 
недостаточность, ацетилцистеин

Сегодня отравления парацетамолом 
являются одними из наиболее распро-
страненных и наиболее опасных видов 
лекарственных отравлений. В Украине 
количество суицидальных попыток с 
участием парацетамола в 2018 году 
выросла вдвое по сравнению с 2017 
годом.

Цель исследования – изучить дина-
мику клинических и лабораторных 
показателей при отравлении парацета-
молом тяжелой степени, осложненного 
развитием острой печеночной недоста-
точности, и оценить эффективность 
применения антидотов и средств фар-
макологической коррекции.

Описан случай отравления таблетка-
ми парацетамола тяжелой степени у 
женщины 22 лет.

Гражданка Я., 22 лет, с суицидаль-
ной целью приняла 110 таблеток 
парацетамола и 10 таблеток снотвор-
ного средства. Общая доза принятого 
парацетамола превысила 250 мг/кг 
массы тела. Проведено промывание 
желудка и кишечника. Назначена 
инфузионная терапия: растворы кри-
сталлоидов, глюкозы, сорбитола, 
натрия гидрокарбоната 4 %. Назначе-
но медикаментозное лечение: ацетил-
цистеин (140 мг/кг/день), тиоктовая 
кислота (20 мг/кг/день), силибинин 
(20 мг/кг/день), адеметионин (400 мг/ 
день), аргинина глутамат (40 %, 5,0 мл/ 
день), дексаметазон (8 мг/день). Через 

24 ч зарегистрированы высокие уров-
ни ферментов АсАт, АлАт, ГГТП, 
явления коагулопатии. Изменения 
достигли максимальных значений 
через 48 ч после поступления. АсАт – 
19740 Ед/л (норма – до 32 Ед/л), АлАт – 
14800 Ед/л (норма – до 33 Ед/л), ГГТП – 
157 Ед/л (норма – до 32 Ед/л); ПТИ – 
13,0 %, МНО – 4, АЧТВ – 48. Отмече-
ны пожелтение склер и кожи, увели-
чение живота, увеличение печени, 
асцит, появились кровянистые выде-
ления из влагалища, уменьшение 
диуреза. Назначены свежезаморожен-
ная плазма, витамин К, этамзилат, 
фуросемид, спиронолактон, дексаме-
тазон, пентоксифиллин. На пятые 
сутки лечения началась нормализа-
ция биохимических показателей 
крови, а на 16 сутки лечения пациен-
тка была выписана в удовлетвори-
тельном состоянии.

Выводы
Проблема острых отравлений парацета-
молом остается актуальной в практике 
врача-токсиколога. Использование 
антидота АЦЦ дает положительный 
результат при своевременном обраще-
нии пациента за медицинской помо-
щью. Токсический гепатит, панкреатит 
и почечная недостаточность являются 
типичным осложнением тяжелого 
отравления парацетамолом и требуют 
сложного комплексного лечения. Био-
логическими маркерами токсического 
процесса являются значения в крови 
АсАт, АлАт, ГГТП и ПТИ. 
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Today, paracetamol poisoning is one of 
the most common and most dangerous 
types of drug poisoning. In Ukraine, the 
number of suicide attempts involving 
paracetamol in 2018 has doubled com-
pared to 2017.

The aim was to investigate the dynam-
ics of clinical and laboratory indicators 
for severe paracetamol poisoning, com-
plicated by the development of acute 
liver failure, and evaluate the effective-
ness of  antidotes and pharmacological 
remedies use.

Case of severe paracetamol tablets poi-
soning in a 22 years old woman is consid-
ered. The treatments were conducted in 
the toxic-therapeutic department of the 
hospital of emergency medical aid of the 
city of Mykolaiv in 2018. Data of clini-
cal, laboratory, functional research 
methods was analysed.

In June 2018, 22 years old woman, a 
student, was brought to the toxic-thera-
peutic department of the hospital of first 
aid in Mykolaiv. Relatives informed that 
on the eve of the evening the woman had 
swallowed a large number of various 
pills, mainly paracetamol, for suicidal 
purposes. She also tried to cut the veins 
in her forearm. The patient bought 
paracetamol tablets the same day at 
various drugstores in the city; 110 tab-
lets (200, 350 and 500 mg) of paracetamol 
and 10 sleeping pills were purchased. 
According to approximate estimates, the 
total dose of paracetamol taken exceeded 
250 mg/kg body weight. Diagnosed: 
acute household drugs poisoning (para-
cetamol, hypnotics). Suicidal attempt. 
Cut wounds of forearms of both hands. 

The were gastric lavage and bowel cleans-
ing carried out. Appointed antidote – 
ACC (Acetylcysteine, NAC – 140 mg/kg/
day); hepatoprotective means: Thioctic 
acid (20 mg/kg/day), Silibinin (20 mg/
kg/day), Ademetionine (400 mg/day), 
Arginine glutamate (40 %, 5.0 ml/day), 
Dexamethasone (8 mg/day). After  
24 hours a sharp increase in the level of 
ASAT – 1073 U/l (normal – up to  
32 U/l), ALAT – 1116 U/l (normal – up 
to 33 U/l), GGTP – 57 (normal – up to 
32 U/l) and decrease in prothrombin 
index (PTI) – 38.0% (normal – 97–100 %), 
INR – 2 (normal – 0.85–1.35), APTCH – 
34 (normal – 24.0–34.0 sec.) were estab-
lished. After 48 h, the indicators reached 
maximum values: ASAT – 19 740 U/l, 
ALAT – 14 800 U/l, GGTP – 157 U/l. 
However, the indicator of PTI critically 
decreased to 13.0%, increased indicators 
of INR – 4, APTCH – 48. At the same 
time appeared yellowing of the sclera of 
the eyes and skin, enlargement of the 
abdomen, enlargement of the liver, asci-
tes, appeared bleeding discharge from 
vagina. The urine output decreased. The 
neurological statues of the patient wors-
ened; drowsiness and negativism were 
noted. During ultrasound examination of 
abdominal organs, enlargement of the 
liver and presence of free fluid were 
noted. After a consultation, it was deci-
ded to continue the treatment with anti-
dotes, sorbents, glucose solutions, crys-
talloids, fresh frozen blood plasma. 
Additionally were prescribed: vitamin K, 
Etamsylate, Furosemide, Spironolactone, 
Dexamethasone and Pentoxifylline. On 
the fifth day of treatment, positive 
dynamics of blood biochemical parame-
ters were noted: ASAT – 240 U/l, ALAT – 
3495 U/l, PTI – 61 %, daily diuresis 
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increased. On the 14th day of treatment, 
the second examination of abdominal 
organs showed positive dynamics, normal 
liver size, pancreas and kidney with no 
pathology; free fluid in the abdomen was 
not detected. A psychiatrist examined 
the patient. On the 16th day of treat-
ment, the patient was discharged in sat-
isfactory state. At the time of discharge, 
the patient did not have any complaints. 
Consultation of family physician, diet 
and hepatoprotectors (Silibinin) were rec-
ommended during one month. Abdominal 
ultrasound control and laboratory con-
trol of blood biochemical parameters 
were recommended to be performed one 
month later.

Conclusions
The problem of acute poisoning with 
paracetamol remains urgent in toxicolo-
gy practice due to significant increase in 
the number of such poisonings among 
patients of different age groups. Using 
an antidote, ACC (Acetylcysteine, NAC) 
is effective in case of timely treatment of 
patients. The development of toxic hepa-
titis, pancreatitis and renal failure are 
typical complications of acute paracetamol 
poisonings and require complex treat-
ment. The biomarkers of toxic process 
are ASAT, ALAT, GGTP in blood, PTI 
and INR.
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Інформація для дослідників

Фолликул, лютеинизированный (N) 
яичник (рис. 43 и 44)

Вид
Мышь, Крыса

Синонимы
Лютеинизированный, невалютацион-

ный фолликул; Лютеинизированный 
неконтролируемый фолликул

Модификация
Кистозный

Патогенез/клетка происхождения
В общем, лютеинизированный фол-

ликул (LF) развивается в результате 
недостаточной секреции лютеинизиру-
ющего гормона (ЛГ) в период до овуля-
ции или от ингибирования циклоокси-
геназы 2. Третичный фолликул разви-
вается нормально, но не овулирует, а 
под влиянием низких уровней ЛГ гра-
нулезные клетки трансформируются в 
лютеиновые клетки.

Диагностические признаки:
– отличительной чертой лютеинизи-

рованного фолликула является 

наличие удерживаемого (дегенери-
рующего) ооцита в лютеинизиро-
ванной структуре, подобной желто-
му телу;

– выстлан от одного до нескольких 
слоев кубовидными или сплющенны-
ми гранулезными клетками, покоя-
щимися на тонкой стенке и часто 
окруженными текальными клетками;

– частичная лютеинизация гранулезных 
клеток, выстилающих стенку, очевидна;

– лютеинизация часто асимметрична в 
фолликулярной стенке;

– не больше, чем нормальный поздний 
третичный фолликул;

– кистозный лютеинизированный фол-
ликул больше, чем нормальный тре-
тичный фолликул, и имеет централь-
ную полость, которая содержит 
невосстановленный ооцит.

Дифференциальные диагнозы
Для фолликулов, лютеинизированных:
Поздний третичный (превуляторный) 
фолликул:
– содержит ооцит и хорошо развитый 

текальный слой;
– отсутствует лютеинизация.

Продолжение, начало в Т. 13, № 2/2019–Т. 13, № 4/2019

Непролиферативные и пролиферативные 
поражения женской репродуктивной системы 

крыс и мышей
(по материалам Проекта INHAND (Международная гармонизация номенклатуры  

и диагностических критериев поражения крыс и мышей)  
D. Dixon, R. Alison, U. Bach et al. Nonproliferative and Proliferative Lesions  

of the Rat and Mouse Female Reproductive System. 
J. Toxicol Pathol. 2014. V. 27 (3&4 Suppl). 1S–107S

Рис. 43. Кистозный лютеинизированный 
фолликул, яичник, крыса

Рис. 44. Кистозный лютеинизированный 
фолликул. Отмечено вовлечение cumulus 
oophorus complex, яичник, крыса
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Атретический поздний третичный фол-
ликул:
– содержит дегенерирующий ооцит;
– слои гранулезных клеток варьируют 

от нескольких до многих;
– в гранулезных клетках –  апоптоз;
– не больше, чем нормальный поздний 

третичный фолликул.
Для фолликула, лютеинизированного, 
кистозного:
Киста фолликулярная:
– тонкостенная, заполненная бледно-

ацидофильным до амфофильного 
остатком или кровью, эпителий рав-
номерно кубовидный;

– отсутствует лютеинизация;
– может содержать вырожденный 

ооцит.
Киста лютеинизированная:
– выстлана от одного до нескольких 

слоев крупными многоугольными 
лютеинизированными клетками;

– полная лютеинизация; по существу 
нет областей нелютеизированных 
гранулезных клеток;

– больше, чем нормальное желтое тело;
– центральная полость не содержит 

вырожденный ооцит.
Киста эпителиальная:
– присутствует в яичнике;
– выстлана сплющенным кубовидным 

(до нижнего столбчатого) эпителием.
Киста бурсальная:
– обволакивает яичник, но не присут-

ствует в пределах его самого;
– выстлана простым плоскоклеточным 

эпителием.
Киста, неспецифическая:
– если источник или тип кисты яични-

ка не является очевидным, термин 
«киста неспецифическая» может 
быть наиболее подходящим диагно-
зом.

Комментарий
При действии Exemestane, перораль-

ного стероидного ингибитора аромата-
зы, присутствие ооцитов в лютеинизи-
рованных структурах встречается в 
дополнение к отсутствию недавних базо-
фильных желтых тел, повышенной 
атрезии антральных фолликулов и 
интерстициальной клеточной гиперпла-
зии. Считалось, что вызванные лекарст-
венными средствами повышенные уров-

ни цАМФ ответственны за это явление. 
Ингибиторы циклооксигеназы 2 (СОХ-
2) или агонисты PPARg предотвращают 
овуляцию (захваченный Cumulus 
Oophorus Complex, COC) путем ингиби-
рования фолликулярного разрыва, и это 
также приводит к возникновению лютеи-
 низированных фолликулов у грызунов. 
Захваченные COC можно найти в фол-
ликулах, но также и внутри интерсти-
ция яичника. Сообщалось, что ослизне-
ние связанных с ооцитом гранулезных 
клеток в COC начинается слишком рано 
из-за распада внеклеточного матрикса. 
Ослизнение cumulus oophorus обычно 
происходит периовуляторно и в основ-
ном вне яичника, после овуляции.

Вакуолизация, текальная клетка (N), 
яичник (рис. 45)

Вид
Мышь, Крыса

Модификации
Увеличение, Снижение

Патогенез/клетка происхождения
Вакуолизация текальных клеток 

может происходить из-за ингибирова-
ния синтеза стероидов, приводящего к 
накоплению липидов внутри клеток. 
Другие клетки, продуцирующие стерои-
ды, такие как клетки надпочечников, 
также могут быть затронуты.

Диагностические признаки:
– текальные клетки имеют нормаль-

ную мелкую вакуолизацию, связан-
ную с синтезом стероидов, увеличе-
ние и уменьшение вакуолизации 

Рис. 45. Вакуолизация, текальная клетка, 
яичник, мышь
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должно быть больше или меньше 
соответственно, чем обычно;

– клетки с повышенной вакуолиза-
цией могут оказаться больше обыч-
ного размера.

Дифференциальные диагнозы
Вакуолизация, интерстициальная клетка:
– интерстициальные клетки имеют 

нормальную мелкую вакуолизацию, 
связанную с синтезом стероидов, 
повышенная вакуолизация должна 
быть больше, чем обычно;

– клетки с повышенной вакуолизацией 
могут оказаться больше обычного 
размера.

Фосфолипидоз:
– вакуоли, присутствующие в цито-

плазме клеток;
– в ультраструктуре вакуоли имеют 

аномальные слоистые включения.

Комментарий
Увеличение или уменьшение вакуо-

лизации может быть связано с измене-
ниями синтеза стероидов или фосфоли-
пидозом. Катионные амфифильные сое-
динения могут вызывать фосфолипи-
доз. При ультраструктурном исследова-
нии вакуоли содержат аномальные 
ламелированные включения.

Вакуолизация, гранулезная клетка 
(N), яичник (рис. 46)

Вид
Мышь, Крыса

Синонимы
Жировые изменения

Модификации
Увеличение, Снижение

Патогенез/клетка происхождения
Вакуолизация гранулезных клеток 

может произойти из-за ингибирования 
синтеза стероидов, приводящего к 
накоплению липидов внутри клеток. 
Другие клетки, продуцирующие стерои-
ды, такие как клетки надпочечников, 
также могут быть затронуты.

Диагностические признаки:
– у гранулезных клеток нормальная 

мелкая вакуолизация, связанная с 

синтезом стероидов, увеличение и 
уменьшение вакуолизирования 
должно быть, соответственно, боль-
ше или меньше, чем обычно;

– клетки с повышенной вакуолиза-
цией могут оказаться больше обыч-
ного размера.

Дифференциальные диагнозы
Нет.

Комментарий
Увеличение или уменьшение вакуо-

лизации может быть связано с измене-
ниями синтеза стероидов или фосфоли-
пидозом. Катионные амфифильные 
соединения могут вызывать фосфоли-
пидоз. При ультраструктурном иссле-
довании вакуоли содержат аномальные 
ламелированные включения.

Вакуолизация, интерстициальная 
клетка (N), яичник (рис. 47)

Вид
Мышь, Крыса

Синонимы
Жировые изменения

Модификации
Увеличение, Снижение

Патогенез/клетка происхождения
Вакуолизация интерстициальных 

клеток может произойти из-за ингиби-
рования синтеза стероидов, приводяще-
го к накоплению липидов внутри кле-
ток. Другие клетки, продуцирующие 
стероиды, такие, как клетки надпочеч-
ников, также могут быть затронуты.

Рис. 46. Вакуолизация, гранулезная 
клетка, яичник, крыса
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Диагностические признаки:
– интерстициальные клетки имеют 

нормальную мелкую вакуолизацию, 
связанную с синтезом стероидов, 
увеличение и уменьшение вакуоли-
зации должно быть больше или 
меньше, чем обычно;

– клетки с повышенной вакуолиза-
цией могут оказаться больше обыч-
ного размера.

Дифференциальные диагнозы
Вакуолизация, текальная клетка:
– прекрасная вакуолизация, связан-

ная с синтезом стероидов, повышен-
ная вакуолизация должна быть боль-
ше, чем обычно;

– клетки с повышенной вакуолиза-
цией могут оказаться больше обыч-
ного размера.

Гипертрофия, интерстициальная клет-
ка:
– интерстициальные клетки, располо-

женные в пачках (cords) или гнездах 
(nests), увеличены и полиэдральны с 
достаточно прозрачной бледно-эози-
нофильной, иногда вакуолизирован-
ной цитоплазмой;

– снижение ядерно-цитоплазматиче-
ского отношения.

Комментарий
Увеличение или уменьшение вакуо-

лизации может быть связано с измене-
ниями синтеза стероидов или фосфоли-
пидозом. Катионные амфифильные сое-
динения могут вызывать фосфолипи-
доз. При ультраструктурном исследова-
нии вакуоли содержат аномальные 
ламелированные включения.

Вакуолизация, желтое тело (N), яич-
ник (рис. 48 и 49)

Вид
Мышь, Крыса

Патогенез/клетка происхождения
Вакуолизация лютеиновых клеток 

может произойти из-за ингибирова-
ния синтеза стероидов, приводящего 
к накоплению липидов в клетке. 
Лютеальные клетки также могут 
быть затронуты в случаях фосфоли-
пидоза.

Диагностические признаки:
– микровезикулярная или макровези-

кулярная цитоплазматическая вакуо-
лизация лютеиновых клеток в жел-
том теле, отличная от желтого тела 
самой последней овуляции при 
диэструсе/проэструсе;

– лютеиновые клетки могут увеличи-
ваться;

– отсутствие значительного лютеолиза 
в пораженном желтом теле;

Рис. 47. Вакуолизация, интерстициальная 
клетка, яичник, крыса

Рис. 48. Вакуолизация, желтое тело, 
яичник, крыса

Рис. 49. Вакуолизация, желтое тело, 
яичник, крыса
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– общий размер желтого тела может 
быть увеличен.

Дифференциальные диагнозы
Гипертрофия, желтого тела
Нормальная вакуолизация:
– микровезикулярная вакуолизация 

является нормальной в желтом теле 
самой последней овуляции во время 
диэструса и раннего проэструса; 

– макровезикулярная вакуоляция с 
лютеолизом является нормальной в 
желтом теле самой последней овуля-
ции в период от середины до поздне-
го проэструса.

Комментарий
Вакуолизация обычно наблюдается 

как часть дегенерации, наблюдаемой 
при проэструсе; это не должно быть 
диагностировано. Рост числа вакуоли-
зированных желтых тел или вакуоли-
зации, наблюдаемой в желтом теле 
самой последней овуляции, отличной 
от проэструса, должны быть диагности-
рованы. Вакуолизированные желтые 
тела были описаны с антрациклиновы-
ми соединениями. Пенистая цитоплаз-
матическая вакуоляция может быть 
показателем фосфолипидоза. Фосфоли-
пидоз можно индуцировать катионны-
ми амфифильными соединениями. При 
ультраструктурном анализе вакуоли 
содержат аномальные пластинчатые 
включения. Вакуолизация может выз-
вать увеличение лютеиновых клеток, и 
ее может быть трудно отличить от 
лютеиновой гипертрофии.

Минерализация (N) яичника (рис. 50 
и 51)

Вид
Мышь, Крыса

Модификации
Ооциты, желтые тела, интерсти-

циальные клетки

Патогенез/клетка происхождения
Неопределенная этиология.

Диагностические признаки:
– минерализация ооцитов, желтых тел 

и интерстициальных клеток харак-
теризуется зернистым базофильным 

материалом, частично или полно-
стью заменяющим структуры рези-
дентов.

Дифференциальные диагнозы
Нет.

Комментарий
Минерализация ооцитов и интерсти-

циальных клеток яичника может стать 
более заметной в преклонном возрасте.

Инфильтрация, воспалительная 
клетка (N) яичника (рис. 52)

Вид
Мышь, Крыса

Модификации
Эозинофильная; гистиоцитарная; 

нейтрофильная; лимфобластная; моно-
нуклеарная; смешанная

Патогенез/клетка происхождения
Перемещение воспалительных кле-

ток из крови, кости, костного мозга 

Рис. 50. Минерализация ооцита, яичник, 
крыса

Рис. 51. Минерализация, 
интерстициальные клетки, яичник, крыса
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или гемолимфатических органов в 
ткани в результате усиления секреции 
интерлейкинов и/или специфических 
клеточных хемоаттрактантов.

Диагностические признаки:
– инфильтрация воспалительных кле-

ток в паренхиме яичника;
– основной тип(ы) клеток, содержа-

щих инфильтрат, зависит от произ-
водимых специфических интерлей-
кинов и хемоаттрактантов; 

– модификация воспалительной 
инфильтрации определяется по 
основному типу клеток, содержащих 
инфильтрат (его включают > 50 % 
клеток); если нельзя определить 
такой тип, так как ни один тип кле-
ток не содержит > 50 % клеток с 
инфильтратом, то нужно применять 
термин «смешанный тип» инфиль-
трации;

– термины «инфильтрат», «воспали-
тельная клетка», «мононуклеар», 
как правило, используются для сме-
шанных инфильтраций, состоящих 
преимущественно из (> 50 %) лим-
фоцитов, плазматических клеток, 
моноцитов и/или гистиоцитов, или 
когда тип конкретной несегментиро-
ванной клетки не может быть рас-
познан, но инфильтат содержит не 
менее 50 % популяции клеток.

Дифференциальные диагнозы:
Саркома, гистиоцитарная:
– равномерная популяция округлых 

или овальных клеток с обильной 
пенистой, эозинофильной цитоплаз-

мой и удлиненными или сплюснуты-
ми ядрами; палисадные опухолевые 
клетки, окружающие некротические 
фокусы; митотические фигуры могут 
быть многочисленными. Опухолевые 
клетки также обнаруживаются в 
других органах.

Лимфома, злокачественная:
– мономорфные мононуклеарные клет-

ки с клеточной атипией или митоти-
ческие фигуры, вторгающиеся по 
всей паренхиме. Обычно не видны 
гигантские клетки, а селезенка и 
лимфатические узлы часто остаются 
не вовлеченными. Опухолевые клет-
ки также могут быть обнаружены в 
других органах.

Воспаление яичника (любой тип):
– инфильтрация воспалительных кле-

ток (гранулоциты, макрофаги, лим-
фоциты, плазматические клетки, 
смешанные), сопровождаемая други-
ми воспалительными изменениями 
(застой, отеки, кровоизлияния, экссу-
дат, некроз, фиброз и т. д.) в ткани.

Воспаление яичника (N), яичник 
(рис. 53)

Вид
Мышь, Крыса

Синонимы
Оофорит

Модификации
Нейтрофильное, лимфобластное, 

мононуклеарное, смешанное. Другие 
модификации включают гнойные, гра-
нулематозные

Патогенез/клетка происхождения
Повреждение нормального слизисто-

кожного барьера или прямое введение 
патогенных организмов в организм и 
вторичное вовлечение яичника через 
септицемию. Дополнительно, бактерии 
могут существовать в организме как 
скрытые инфекции, и при соответству-
ющих условиях, таких как тяжелый 
стресс, токсичность или неоплазия и 
химически индуцированная иммуносу-
прессия, они могут вызывать тяжелые 
заболевания с бактериемией или сеп-
тицемией и изредка – с участием яич-
ника.

Рис. 52. Воспалительный клеточный 
инфильтрат, мононуклеарный, яичник, 
крыса
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Диагностические признаки:
– инфильтрация воспалительных кле-

ток в паренхиме яичника, и иногда 
переходит к яйцеводу или в периова-
риальный жир;

– доказательства дегенерации/некро-
за/регенерации тканей присутствуют 
вместе с другими свидетельствами 
воспалительного ответа: кровоизлия-
ние, скопление, отек, экссудат, 
фиброплазия, ангиоэктомия, фиброз;

– могут присутствовать болезнетвор-
ные организмы;

– основные вовлеченные клетки разли-
чаются в зависимости от возбуждаю-
щего агента и воспалительного про-
цесса; модификация воспаления 
должна определяться основным 
типом клеток (охватывать как мини-
мум 50 % клеток);

– гранулематозное воспаление имеет 
эпителиоидные макрофаги как пре-
обладающий тип клеток; иногда 
наблюдаются фиброз и образование 
гигантских клеток;

– гнойное воспаление –  это специфи-
ческий диагноз, который предпола-
гает преимущественно нейтрофиль-
ное воспаление и большие площади 
некротической ткани и образования 
абсцессов.

Дифференциальные диагнозы:
Саркома гистиоцитарная:
– равномерная популяция округлых 

или овальных клеток с обильной 
пенистой, эозинофильной цитоплаз-
мой и удлиненными или сплющен-
ными ядрами; палисадные опухоле-
вые клетки, окружающие некроти-

ческие фокусы; митотические фигу-
ры могут быть многочисленными. 
Опухолевые клетки также обнару-
живаются в других органах.

Лимфома злокачественная:
– мономорфные мононуклеарные клет-

ки с клеточной атипией или митоти-
ческие фигуры, вторгающиеся во 
всю паренхиму. Обычно не видны 
гигантские клетки, а селезенка и 
лимфатические узлы часто остаются 
не вовлеченными. Опухолевые клет-
ки также могут быть обнаружены в 
других органах.

Инфильтрация, воспалительная клетка:
– инфильтрация воспалительных кле-

ток (гранулоцитарная, макрофагаль-
ная, лимфоцитарная, плазматических 
клеток, смешанная), но другие воспа-
лительные изменения (застой, отек, 
кровоизлияние, экссудат, некроз, 
фиброз и т. д.) отсутствуют или сте-
пень их выраженности ограничена.

Комментарий
Редко встречается у крыс и мышей. 

Может наблюдаться при системных 
инфекциях, вызванных Mycoplasma 
pulmonis, Streptococcus pneumoniae, 
Pasteurella pneumotropica, Pseudomonas 
aeruginosa и Corynebacterium kutscheri.

Возрастная атрофия (N) яичника 
(рис. 54)

Вид
Мышь, Крыса

Патогенез/клетка происхождения
Прекращение нормального эстраль-

ного цикла, вызванное возрастом, 

Рис. 53. Воспаление нейтрофильное, 
яичник, крыса

Рис. 54. Возрастная атрофия, яичник, 
крыса
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истощение первичных фолликулов и 
изменения эндокринной системы, 
отзывчивость гипоталамо-гипофизар-
ной оси яичников. Результат репродук-
тивного старения у самки.

Диагностические признаки:
– меньше, чем циклирующий яичник;
– уменьшение количества ооцитов, 

фолликулов и желтых тел;
– мало или нет первичных фолликулов;
– фолликулы и желтые тела, которые 

присутствуют, не типичны для нор-
мальной стадии эстрального цикла.
В основном три шаблона:

– мало или нет растущих или антраль-
ных фолликулов; желтые тела видимы;

– никаких желтых тел или недавних 
желтых тел; видимы большие атре-
тические фолликулы; могут иметься 
кистозные фолликулы;

– никаких желтых тел или недавних 
желтых тел; мало или вообще нет 
растущих фолликулов;

– в строме видны избыточные интер-
стициальные клетки;

– у пожилых мышей тяжи эпите-
лиальных клеток и канальцев види-
мы и пронизывают интерстициаль-
ную ткань железы;

– у пожилых крыс часто возникает 
атрофия яичников, связанная с 
гиперплазией ряда клеток половой 
системы стромального происхожде-
ния (гранулезные клетки, клетки 
тека, клетки Сертоли, клетки Лейди-
га и фибробласты стромального про-
исхождения) и с липофусцином.

Дифференциальные диагнозы:
Атрофия, вызванная ксенобиотика-

ми или радиацией:
– ксенобиотик-идуцированная атро-

фия яичников может возникнуть в 

результате воздействия радиации 
или химических веществ, поражаю-
щих примордиальные или первич-
ные фолликулы или те, которые 
отвечают за синтез/высвобождение 
половых гормонов. Морфологиче-
ская дифференциация спонтанной 
возрастной атрофии от химически 
индуцированной атрофии яичников 
у пожилых животных затруднена.

Комментарий
Морфологические закономерности 

возрастной атрофии яичников варьи-
руют и зависят от многих факторов. 
Морфология влагалища или матки 
часто зависит от изменений в яични-
ке. Если в яичнике имеются видимые 
атретичные или кистозные фоллику-
лы и не хватает желтых тел, во влага-
лище может отмечаться ороговение, 
что указывает на увеличение соотно-
шения 17 бета-эстрадиола/прогестеро-
на (постоянный эструс). Альтернатив-
но, животные с видимыми желтыми 
телами иногда имеют вагинальную 
муцификацию, указывающую на сни-
жение соотношения 17 бета-эстрадио-
ла/прогестерона (то есть, постоянный 
диэструс). Возрастная атрофия яични-
ка также сильно зависит от множест-
ва факторов, включая вид животных, 
их породу/линию и условия содержа-
ния. Возрастная атрофия яичников 
часто не диагностируется в исследова-
ниях канцерогенности, и ее возникно-
вение у пожилых животных, видимо, 
недооценивается.

Матеріал підготували:  
Л. Б. Бондаренко, А. В. Матвієнко,  

ДУ «Інститут фармакології  
та токсикології НАМНУ»
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26 жовтня 2019 року зупинилося 
серце видатного вченого, фундатора 
сучасної української фармакології 
Івана Сергійовича Чекмана. Іван Сергі-
йович був членом-кореспондентом НАН 
і НАМН України, професором, докто-
ром медичних наук, членом-кореспон-
дентом Нью-Йоркської академії наук, 
почесним професором Тернопільського 
державного медичного університету 
імені І. Я. Горбачевського. І. С. Чекман 
очолював кафедру фармакології (фар-
макології та клінічної фармакології в 
1982–2014 рр.) Київського медичного 
інституту, надалі Національного медич-
ного університету імені О. О. Богомоль-
ця майже півсторіччя (1982–2016 рр.).

І. С. Чекман народився 4 жовтня 
1936 року в селі Чаньків Дунаєвецько-
го району Хмельницької області в роди-
ні колгоспників. Він рано втратив бать-
ка, який у перші дні війни пішов 
добровольцем на фронт і загинув смер-
тю хоробрих у боях під Харковом у 
1943 році.

Після закінчення Чаньківської семи-
річної школи І. С. Чекман вступив до 
Кам’янець-Подільського медичного 
училища. Продовжив навчання у 
Вінницькому медичному інституті 
(1955 р.) і став студентом новоутворе-
ного Тернопільського медичного інсти-
туту (1958 р.), який закінчив (1961 р.) 
з відзнакою. За розподіленням Іван 
Сергійович поїхав на роботу головним 
лікарем до Лонковецької дільничної 
лікарні Волочинського району Хмель-
ниччини, через рік став головним ліка-
рем Курилівської дільничної лікарні 
цього району.

Потяг до більш глибоких знань з 
лікознавства став підставою для всту-
пу Івана Сергійовича Чекмана в 1963 
році до аспірантури на кафедру фар-
макології Київського медичного інсти-
туту, яку очолював всесвітньо відо-
мий вчений академік Олександр Ілліч 
Черкес.

У 1966 році Іваном Сергійовичем 
Чекманом була успішно захищена кан-
дидатська дисертація на тему «Експе-
риментальні дослідження похідних 
пропініламіну», в якій розкриті нові 
механізми дії інгібіторів МАО. На поса-
ді асистента кафедри фармакології Іван 
Сергійович Чекман перебував з 1966 по 
1969 роки, упродовж 1969–1972 років 
був обраний на посаду доцента, а з 
1972 року – завідувачем кафедри фар-
макології. У 1982–2014 роках Іван 
Сергійович очолював кафедру фарма-
кології та клінічної фармакології Київ-
ського медичного інституту, надалі – 
кафедру фармакології Національного 
медичного університету імені О. О. Бо -
гомольця (2015–2016 рр.). У 1987–
1991 роках він був директором Київ-
ського НДІ фармакології та токсиколо-
гії МОЗ УРСР (нині ДУ «Інститут фар-
макології та токсикології НАМН Укра-
їни»). У 1973 році він захистив доктор-
ську дисертацію на тему «Експеримен-
тальні дослідження механізмів дії 

Пам’яті члена-кореспондента  
НАН і НАМН України, професора, доктора 
медичних наук Івана Сергійовича Чекмана

Особистості
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антиадренергічних засобів», у рамках 
якої вперше в світі встановив фізико-
хімічний механізм дії симпатолітика 
резерпіну, що стосується його впливу 
на процеси депонування.

Івану Сергійовичу Чекману був 
притаманний потяг до малодослідже-
них і перспективних проблем фарма-
кологічної та токсикологічної науки, 
широкий спектр яких свідчив не тіль-
ки про його професіоналізм, а й блис-
кучу ерудицію, дослідницький хист і 
наукову інтуїцію. Наукові досліджен-
ня І. С. Чекмана охоплюють широке 
коло медичних проблем – загальна, 
біохімічна, фізико-хімічна, квантово-
хімічна, радіаційна, клінічна фарма-
кологія, нанофармакологія, токсико-
логія, експериментальна та клінічна 
фітотерапія. 

І. С. Чекмана вважають одним з 
засновників вітчизняної фізико-хіміч-
ної, квантової та нанофармакології. У 
галузі загальної фармакології І. С. Чек-
ман уперше експериментально встано-
вив, що в розвитку первинної фармако-
логічної реакції основне значення має 
властивість ліків утворювати комплек-
си з біолігандами (альбуміном, аміно-
кислотами, ліпідами, вуглеводами) і 
біометалами (кальцієм, магнієм, міддю 
тощо), нікотинамідом, аденіловими 
нуклеотидами (АТФ, АДФ, АМФ). Ним 
була визначена теоретична закономір-
ність утворення комплексів серцево-
судинних засобів з катіонами біомета-
лів, що дало змогу проводити цілеспря-
мований синтез сполук різної хімічної 
природи. Уперше у вітчизняній прак-
тиці в 1986 році розроблені методичні 
рекомендації з доклінічного вивчення 
нових кардіотонічних засобів, які були 
затверджені МОЗ СРСР, надалі вдоско-
налені та затверджені МОЗ України в 
2000 році. Результати цих досліджень 
узагальнені в монографіях, а саме: 
«Биологические аспекты координа-
ционной химии», 1979 р.; «Физическая 
химия и клиническая фармакология 
сердечных гликозидов», 1985 р.; «Маг-
ний в медицине», 1992 р.; «Магнієвміс-
ні препарати: фармакологічні власти-
вості, застосування», 2007 р.; «Кардио-
тонические стероиды», 2009 р.; 
«Bioactive natural products: oppor-

tunities and challenges in medical 
chemistry», 2011 р.

І. С. Чекман продовжив і розвинув 
науковий напрям свого вчителя акаде-
міка О. І. Черкеса – біохімічну фарма-
кологію. У галузі біохімічної фармако-
логії він проводив дослідження з 
вивчення механізмів дії серцево-судин-
них препаратів різної будови, метабо-
лічних засобів, антидотів. Отримав нові 
дані щодо біохімічних механізмів пер-
винного фармакологічного ефекту на 
органному, клітинному та субклітинно-
му рівнях таких ліків, як серцеві глі-
козиди, інші серцево-судинні засоби, 
метаболічні та метаболітотропні препа-
рати (кверцетин, тіотриазолін, суфан, 
елгацин, яктон, ангіолін), ангіопротек-
тори, антидоти (унітіол, дипіроксим, 
алоксим). Результати цих досліджень 
узагальнені в наступних монографіях: 
«Биохимическая фармакодинамика», 
1990 р.; «Микросомальная ферментная 
система организма», 1996 р.; «Очерки 
фармакологии средств метаболической 
терапии», 2001 р.; «Кардиопротекторы», 
2005 р.; «Тиотриазолин», 2005 р. 
«Метаболитотропные препараты», 2007 р; 
«Метаболитные и метаболитотропные 
препараты в системе кардио- и органо-
протекции», 2009 р.; «Нікотинамід», 
2009 р., «Вода – источник жизни», 
2012 р; «Озон и озонотерапия», 2013 р.

У галузі квантової фармакології Іва-
ном Сергійовичем проведені дослі-
дження зі встановлення просторової 
будови та електронної структури моле-
кул лікарських засобів різних фарма-
кологічних груп, зв’язку між їхньою 
хімічною структурою та фармакологіч-
ною активністю за допомогою програ-
ми QSAR, ролі розчинника в механізмі 
дії препаратів, а також вивчення прин-
ципів створення фармакофорів лікар-
ських засобів, de novo розробки пре-
паратів для лікування різних захворю-
вань, прогнозування фармакологічної 
активності лікарських засобів, вста-
новлення білок-лігандних взаємодій 
під час хімічних реакцій. У видавни-
цтві «Наукова думка» у 2012 році 
вийшла монографія «Квантова фарма-
кологія», в якій узагальнені зазначені 
здобутки фундаментальної науки. У 
2017 році була видана монографія 
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«Квантова хімія: медико-фармацев-
тичний аспект», де виділені проблеми 
дослідження відомих і нових лікар-
ських засобів, можливі шляхи їхнього 
вирішення за допомогою методів, які 
застосовує квантова хімія.

У галузі нанофармакології завдяки 
створенню спільної лабораторії Інсти-
туту електрозварювання імені Є. О. Па -
тона НАН України та Національного 
медичного університету імені О. О. Бо -
го  мольця «Електронно-променевої 
нанотехнології неорганічних матеріалів 
для медицини», а також плідній спів-
праці з НДІ України, досліджені меха-
нізми дії наночастинок металів, нано-
дисперсного кремнезему та деяких 
нанокомпозитів. Особливо важливими 
є результати наукових пошуків у 
напрямі визначення квантово-хвильо-
вих властивостей наночастинок. 
Результати роботи висвітлені в наступ-
них монографіях: «Нанофармаколо-
гія», 2011 р.; «Основи наномедицини», 
2011 р.; «Нанонаука, нанобіологія, 
нанофармація», 2012 р.; «Природні 
наноструктури та наномеханізми», 
2012 р.; «Аминокислоты – нано раз-
мерные молекулы», 2014 р.; «Роль 
наночастинок цитратів металів у пошу-
ку нових біоантагоністів ембріотоксич-
ності ацетату свинцю».

У галузі клінічної фармакології  
І. С. Чекман провів фундаментальні та 
прикладні дослідження, узагальнені в 
6 монографіях і 9 довідниках. Розро-
блена класифікація побічної дії ліків, 
представлена в монографії «Осложне-
ния фармакотерапии», 1980 р. У 1986 
році вперше випущений довідник 
«Справочник по клинической фармако-
логии и фармакотерапии», який витри-
мав 2 видання, а довідник «Рецептурный 
справочник врача», у свою чергу, 
витримав 8 видань, випущений загаль-
ним накладом 1 мільйон 300 тисяч 
екземплярів і вже багато років є 
«настільною» книгою лікарів різних 
спеціальностей. Крім цього, надрукова-
ні «Рецептурный справочник врача 
эндокринолога», «Нестероїдні протиза-
пальні препарати: ефективність, 
доступність і прийнятність для пацієн-
та», 2011 р.; «Неотложная помощь в 
педиатрии», 1976 р.; «Врачебная рецеп-

тура в педиатрической практике. 
Принципы дозирования лекарств 
детям» у книзі «Фармакотерапия в 
педиатрии», 1980 р.; «Фармакология 
кардиоактивных средств в раннем онто-
генезе», 1982 р., «Дерматофармаколо-
гия», 2010 р.

Аспекти досліджень І. С. Чекмана з 
токсикології висвітлені в монографії 
«Доклінічна токсикологія», співавто-
ром якої він є.

Результати експериментальних і клі-
нічних робіт з фітотерапії узагальнені в 
наступних монографіях: «Растительные 
лекарственные средства», 1983 р.; 
«Рецепты сборов лекарственных расте-
ний. Нетрадиционные методы лече-
ния», 1992 р.; «Клінічна фітотерапія. 
Природа лікує», «Фитонциды в 
эргономике», 1986 р.; «Фитонциды в 
медицине», 1990 р.; «Екологічна фар-
макологія», 2000 р.; «Спирулина и здо-
ровье», 2000 р.

Іваном Сергійовичем Чекманом 
написані змістовні наукові роботи з 
історії розвитку української фармако-
логії та клінічної фармакології, уза-
гальнені в монографії «Історія ліко-
знавства», 2014 р.

За досягнення в галузі радіаційної 
біології Іван Сергійович Чекман у 1986 
році отримав Державну премію Украї-
ни.

Для успішної підготовки вітчизня-
них і зарубіжних студентів з клінічної 
фармакології видано 2 підручника 
«Клінічна фармакологія», 2008 р., 
«Clinical pharmacy», 2010 р., 3 навчаль-
них посібника – «Клінічна фітотера-
пія», 2006 р., «Клиническая фарма-
ция», 2009 р., «Побічні реакції серце-
во-судинних засобів», 2010 р.

Іван Сергійович Чекман підготовив 
92 книги: монографій – 43, підручни-
ків для студентів – 25, довідників та 
посібників для лікарів – 14, посібників 
для студентів – 8, словників – 3, 
художню книгу – 1. Він є автором 87 
патентів, а також понад 1000 статей, 
тез. Під його керівництвом підготовле-
но 25 докторів і 61 кандидат медичних 
і фармацевтичних наук.

Особливістю творчості Івана Сергійо-
вича була зацікавленість біографіями 
великих особистостей, відображенням 
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їхнього життя та творчості в публікаці-
ях. Так, була видана книга, присвячена 
життєвим шляхам сім’ї Нобелів, під-
креслена роль Альфреда Нобеля у ство-
ренні славетно відомого Нобелівського 
фонду. Іваном Сергійовичем була також 
написана книга «Вчителі, учні, одно-
думці», 2016 р., що являє сповідь, 
наснажену прагненням висловити сер-
дечну подяку батькам, родині, вчите-
лям, колегам, з якими працював і в 
яких учився, щоб згодом передавати 
знання та досвід молодим.

Високий рівень наукових досягнень 
Івана Сергійовича Чекмана було оціне-
но обранням його членом-кореспонден-
том НАН і НАМН України, врученням 
Державної премії України, присвоєн-
ням звання «Заслужений діяч науки і 
техніки України», нагородженням 
орденом «Знак пошани», Почесною 
грамотою Кабінету Міністрів України, 
Почесною грамотою Київського місько-
го голови, медалями Ярослава Мудро-
го, академіка М. Кравкова.

Змістовно наповнені, з яскравим і 
доступним викладенням, емоційно 
забарвлені лекції професора І. С. Чек-
мана завжди з цікавістю відвідували 

студенти. Вони ставилися з великою 
повагою до Івана Сергійовича як до 
вченого й людини широкої душі, ціну-
вали прагнення допомогти кожному 
студентові в опануванні дисципліни 
«Фармакологія».

Іван Сергійович Чекман не тільки 
володів сяючими гранями творчості, 
обрієм наукового пошуку, прагненням 
нових досягнень, він був педагогом з 
великої літери, що виховав не одне 
покоління лікарів. На життєвому 
шляху І. С. Чекман був чесною, поряд-
ною людиною, патріотом України, 
постійно прагнув до самовдосконален-
ня, віддавав всі сили та знання людям. 
Пам’ять про І. С. Чекмана буде жити 
віками, згадувати його науковий і твор-
чий шлях буде не одне покоління вче-
них-фармакологів і педагогів.

Кафедра фармакології
Національного медичного  

університету імені О. О. Богомольця

ГО «Асоціація фармакологів України»

ДУ «Інститут фармакології та 
токсикології НАМН України»
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