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В ідомо [1�3], що галогеновмісні

речовини викликають пошкод�

ження ядерного геному клітини, по�

рушення первинної структури ДНК

(модифікації азотистих основ, одно�

та дво�ниткові розриви, утворення

поперечних зшивок ДНК�білок та

ін.).Ефективним засобом захисту

ядерного геному за умов дії галоге�

нотоксинів є застосування сполук,

що мають антиоксидантні власти�

вості. Похідним  хіназолонів прита�

манний широкий спектр біологічної

активності та здатність інгібірувати

вільно�радикальні реакції [4]. Ме�

тою роботи є дослідження in vitro

впливу деяких нових S�вмісних

похідних хіназолонів та піримідохі�

назолонів на стан ліпопереокислен�

ня та структурно�динамічні показ�

ники ізольованих фракцій репресо�

ваного (РХ) і транскрипційно ак�

тивного (ТАХ) хроматину клітин

печінки за умов отруєння щурів тет�

рахлорметаном (ТХМ).

Матеріали та методи
Досліджено ряд сірковмісних

похідних хіназолонів: NKC�135 (1);

NKC 150 (2); NKC�153 (3); NKC�187

(4); NKC�112 (5); NC�68 (6); NC�90

(7); NC 91 (8); NC�109 (9); TX�27

(10); 4�SH�Quin (11), а також похідні

піримідохіназолонів :ІТА�10 (12);

ІТА�11 (13); ІТА�12 (14). Для

співставлення за однакових умов

досліджували фенольні антиокси�

данти: дибунол (15, Дб), тіотриа�

золін (16, ТТрА). Експерименти

проводили на щурах�самцях лінії

Вістар віком 3 міс та масою 150�200

г. Тетрахлорметан вводили внутрі�

шньоочеревинно у дозі 1 ЛД50 (1,75

мл/кг маси тіла ).Контрольну групу

складали інтактні тварини. Фракції

РХ і ТАХ із клітин печінки виділяли

, як описано в роботі [5]. Стан пере�

кисного окислення ліпідів (ПОЛ) в

хроматині визначали протягом двох

годин методами спонтанного (за

концентрацією дієнових кон'югатів,

ДК) і NADP.H�залежного (НЗП),

його ферментативної складової, не�

залежної від нагрівання (НЗП,   ) та

аскорбат�залежного ПОЛ (АЗП) за

швидкістю накопичення МДА.

Структурну організацію хроматину

за умов отруєння ТХМ та під впли�

вом доданих в концентрації 10�5М

in vitro сполук 1�16 визначали з ви�

користанням флуоресцентних

зондів етідій броміду , флуорес�

каміну, методом гасіння білкової

флуоресценції дифузійним гасни�

ком акриламідом [6�8]. В роботі

застосовували спектрофлуориметр

Hitachi MPF�4 (Японія) та спектро�

фотометр СФ�16. Експеримен�

тальні дані обробляли відповідно

[9,10].

Результати та обговорення
Результати визначення швид�

кості накопичення МДА у фракціях

хроматину РХ та ТАХ клітин

печінки інтактних тварин та після

дії ТХМ протягом 24 год наведені в

табл. 1 і 2. Для зразків інтактних тва�

рин (табл. 1) за умов НЗП та НЗП, 

має місце незначне зниження ПОЛ:

під впливом  NКС�153 (РХ,~17%) і

більш активнє зниження в ТАХ для

сполук ІТА�10, ІТА�11, NКС 153 ( за

умов НЗП,    : на 20,83; 20,31; 21,87%,

відповідно). Інгібірування ПОЛ за

умов АЗП визначено для  РХ у при�

сутності сполук ІТА�10 і NKC�153

(на ~24 %) і в ТАХ у присутності

сполук ІТА�10 і ІТА�11 (21,8 і 15,3%,

відповідно) на рівні дибунола. За

умов неініційованого контролю

(НК) особливо інгібіруючу дію виз�

начено у сполук ІТА�10, NKC�187 i

NC�109 в ТАХ (на 35,87; 36,89 і

29,61%, відповідно) і в РХ для  спо�

лук серії NKC ( від 20% до 38 %).

У фракції РХ клітин печінки

ТХМ�отруєних щурів (табл. 2) за

умов аскорбат�залежного ПОЛ

значну інгібіруючу дію визначено

лише у дибунола та тіотриазоліна

(23,18% і 24,29 %, відповідно) і на

рівні 10 — 13 % у сполук серії NKC,

ІТА�10, 4�SH�Quin. У фракції ТАХ

відносно аскорбат�залежного ПОЛ

ефективні сполуки ІТА�11, NKC�

187, NC�90, NC�91, (33,94; 30,35;

46,12; 30,21%, відповідно) та  на

рівні 10�28% — сполуки серії NKC,

NC�68, 4�SH�Quin, TX�27.

За умов NADР.Н — залежного

ПОЛ та НЗП,    у фракціях РХ і ТАХ

клітин печінки отруєних щурів ан�

тиокислювальна здатність досліджу�

ваних сполук є незначною в РХ�

фракції (< 20 % ), в ТАХ — на рівні

13%, але на моделі неініційованого

контролю значну АО�активність у

фракції ТАХ  мають сполуки ІТА�10,

ІТА�12 (44,56% і 33,57%, відповідно)

і менш ефективну — сполуки  NKC�

135, NKC�150, NKC�153 (22,76;

27,64; 28,37%, відповідно). В РХ

фракції в умовах НК незначну

інгібіруючу дію мають лише сполу�

ки ІТА�10, ІТА�11 та NKC�153. Та�

ким чином, проведені дослідження

in vitro виявили вплив деяких S�

вмісних похідних хіназолонів та,

особливо, піримідохіназолонів на

перебіг аскорбат� та NADP.H�за�

лежного ПОЛ , що є необхідним для

певного захисту та корекції пошкод�

жень у фракціях РХ і ТАХ клітин

печінки при отруєнні тварин ТХМ.

Здатність досліджуваних сполук

до структурної модифікації хрома�

тину в дослідах in vitro, вплив на

структурні показники, що характе�

ризують стан ДНК, негістонових

білків та гістонів у фракціях РХ і

ТАХ клітин печінки щурів після от�

руєння ТХМ порівняно з інтактни�

ми тваринами, вивчали методами

флуоресцентного зондування та
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Таблиця 1

Швидкість накопичення МДА у фракціях хроматину інтактних щурів 
у присутності ФАР в концентрації 10�5М  (% до контролю)

Шифр сполуки
РХ ТАХ 

НЗП НЗП, АЗП НК НЗП НЗП, АЗП НК

NKC�135 97,10 96,55 104,13 68,11* 98,79 105,3 127,74* 107,78

NKC�150 101,25 103,50 103,44 79,97* 91,68 94,01 139,44* 90,36

NKC�153 83,63* 82,76* 76,17* 65,99* 83,82* 78,13* 115,27* 84,94*

NKC�187 89,35* 90,09 103,55 61,71* 89,42* 90,63 143,77* 63,11*

NKC�112 89,67* 90,96 106,51 70,70* 81,70 84,37* 133,59* 85,45*

NC�68 98,58 100,60 100,47 83,56* 111,01* 115,10* 127,74* 111,68*

NC�90 101,49 102,56 102,43 101,11 95,03 92,45 150,38* 110,66*

NC�91 98,44 101,73 81,51 90,16 99,46 98,44 149,62* 96,11

NC�109 107,68 110,93* 98,70 101,17 96,45 95,05 174,81* 70,39*

TX�27 90,92 91,34 110,23 90,20 86,93* 88,80* 144,53* 102,54

4�SH�Quin 99,83 101,07 108,55 96,03 115,59* 111,46* 166,41* 122,34*

ITA�10 87,14* 88,26* 76,40 97,32 87,23* 79,17* 78,12* 64,13*

ITA�11 90,63 93,93 100,18* 69,58* 83,29* 79,69* 84,73* 78,68*

ITA�12 91,47 92,17 105,25 77,00* 89,70* 88,54* 121,12* 88,83*

Дибунол 83,68* 87,48* 81,94* 74,03* 85,35* 82,29* 78,12* 81,56*

Tіотриазолін 81,63* 84,79* 101,52 81,38* 89,06* 89,84* 94,15 74,28*

Примітки:  1.*� р < 0,05 по відношенню до контролю; 2. B контролі:

в РХ�НЗП дорівнює 18775,04; НЗП,    17824,96; АЗП 2853,30; НК 1951,66  нмоль/мг білка за 2 год ;

в ТАХ�НЗП дорівнює 41569,12; НЗП,     41025,64; АЗП 1825,53; НК 2745,26  нмоль/мг білка за 2 год.

Таблиця 2

Швидкість накопичення МДА у фракціях хроматину печінки отруєних ТХМ щурів при додаванні
досліджуваних ФАР в концентрації 10�5М  (% до контролю)

Шифр сполуки
РХ ТАХ 

НЗП НЗП, АЗП НК НЗП НЗП, АЗП НК

NKC�135 92,89 93,48 86,68* 112,47* 86,80* 87,01* 89,90* 77,24*

NKC�150 91,46 95,36 89,75 114,07* 97,81 98,31 83,25* 72,36*

NKC�153 92,62 94,82 96,87 81,07* 90,29 92,25 82,39* 171,63*

NKC�187 93,98 96,30 87,85* 100,00 90,20 92,15 69,65* 97,63

NKC�112 93,10 96,20 101,06 111,94* 96,82 97,02 78,23* 84,51*

NC�68 93,71 96,01 93,92 109,38 95,41 99,53 75,75* 104,96

NC�90 92,48 96,25 91,05 127,71* 93,02 94,40 53,88* 147,87*

NC�91 94,57 96,94 93,02 125,06* 95,62 98,48 69,79* 127,22*

NC�109 92,94 95,94 91,91 125,15* 99,41 101,56 107,38 115,60*

TX�27 90,33 92,48 94,08 114,07* 98,28 100,10 71,50* 97,61

4�SH�Quin 87,06* 89,40 89,94* 000,81* 96,44 97,55 77,96* 102,58

ITA�10 80,99* 83,70* 86,34* 83,80* 98,89 104,30 83,16* 55,44*

ITA�11 80,33* 82,35* 93,05 88,23* 87,00* 88,96* 66,06* 80,85*

ITA�12 85,29* 87,40* 95,82 95,74 95,02 99,03 94,43 66,43*

Дибунол 83,98* 85,36* 76,82* 104,60 91,28 93,57 69,75* 88,39*

Tіотриазолін 92,04 93,12 75,71* 88,66* 91,87 96,62 73,81* 77,94*

Примітки :  1.*� p < 0,05 по відношенню до контролю;  2. B контролі:

в РХ�НЗП дорівнює 18308,96; НЗП,    17390,83; АЗП 2749,53; НК 1223,54; нмоль/мг білка за 2 год :

в ТАХ�НЗП дорівнює 47202,24; НЗП,    45656,24; АЗП 5090,50; НК 3090,39 нмоль/мг білка за 2 год .
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гасіння білкової флуоресценції ак�

риламідом.

Зміни фізико�хімічних показ�

ників фракцій РХ і ТАХ під впливом

доданих in vitro досліджуваних ФАР

наведені в табл. 3 (для інтактних) і в

табл. 4 (для ТХМ отруєних тварин).

Як для інтактних, так і для ТХМ от�

руєних тварин у фракціях РХ і ТАХ

під впливом доданих ФАР (за винят�

ком сполук 4�SH�Quin та ТХ 27) має

місце зниження (порівняно з конт�

ролем) інтенсивності білкової флуо�

ресценції F330, що характерізує

структуру триптофанілів. Відповідно

[2,3], при отруєнні ТХМ показник

F330 збільшується в порівнянні з та�

ким у інтактних тварин  на ~20% в

РХ і на ~27% в ТАХ, тому зменшен�

ня інтенсивності флуоресценції

триптофанілів в РХ і ТАХ для

зразків отруєних тварин (негативні

значення    F330) під впливом дода�

них in vitro ФАР свідчить про набли�

ження  значень F330 до контроль�

них. Найбільш суттєвою є дія спо�

лук ТТрА, ІТА�10, ІТА�11, а також

сполук серій NKC та NC.

Дослідження структурних змін в

гістонах фракцій РХ і ТАХ за допо�

могою барвника флуорескаміна

(FФК) показали, що для інтактних

тварин додані in vitro сполуки збіль�

шують в РХ, але зменшують в ТАХ

його флуоресценцію порівняно з

контролем, що свідчить про зміну

концентрації позитивно заряджених

.     � аміногруп залишків лізину в гісто�

нах. При отруєнні (табл. 4) для обох

фракцій визначено збільшення по�

казника  FФК.  Раніше було показа�

но [3], що при отруєнні ТХМ флуо�

ресценція барвника ФК зростає в

РХ, але знижується в ТАХ фракції

порівняно з контролем. Дані табл.3 і

4 свідчать , що при отруєнні додані

in vitro cполуки не сприяють ко�

рекції порушень структури гістонів

в РХ, але в гістонах ТАХ фракції

визначено  збільшення показника

FФК порівняно з контролем (крім

сполук ТТрА і NC�68) , тобто мож�

лива нормалізація  порушень  струк�

тури  гістонів,  особливо   під  впли�

вом    сполук NC�90, NC�109, NKC�

135, NKC�150 та ІТА�12 (більш, ніж

для дибунола).

В табл. 3 і 4 наведені дані флуо�

ресценції інтеркалятора етідія

броміду при вбудовуванні його між

нитками подвійного ланцюга ДНК 

(   FEБ) у фракціях РХ і ТАХ печінки

інтактних і отруєних тварин до і

після додавання в суспензію сполук

1�16 в концентрації 10�5 М. Відпо�

відно до [2, 3]   ступінь спіралізації

ДНК   при отруєнні ТХМ зростає в

РХ фракції (зменшення  FEБ на

~10%), але знижується в ТАХ (зрос�

тання    FEБ у порівнянні з контро�

лем на 10�17%). Результати

досліджень  свідчать, що додавання

in vitro сполук в концентрації 10�5 М

в суспензії РХ інтактних тварин суп�

роводжуються  незначними відхи�

леннями від контрольних значень.

При отруєнні показник    FEБ зрос�

тає , наближуючись до значень його

у інтактних тварин, тобто у присут�

ності сполук NKC�150, NC�109,

NC�91 можлива корекція порушень

структури ДНК in vitrо . Для фракції

ТАХ (табл. 4) інтактних щурів зміни

показника    FEБ у присутності ФАР

(зниження у порівнянні з контро�

лем, особливо для сполук NKC�112,

NC�68 i NC�91) свідчать про зрос�

тання ступеню спіралізації ДНК,

модифікацію її структури. Для от�

руєних тварин присутність доданих

Таблиця 3

Зміни фізико�хімічних показників у фракції РХ клітин печінки інтактних 
і отруєних ТХМ щурів у присутності ФАР в концентрації 10�5М у порівнянні з контролем

Шифр
сполуки

F330, в.о. FФК, в.о. FЕБ, в.о.

Інтактні ТХМ Інтактні ТХМ Інтактні ТХМ

NKC�135 0 �0,09 0,16* 0,03 0 0,02

NKC�150 �0,18* �0,26* 0,03 0,08 �0,04 0,06*

NKC�153 �0,24* �0,21* 0,03 0,05 �0,02 0,02

NKC�187 �0,13* �0,22* 0,08 0,07 0,02 0,04

NKC�112 �0,13* �0,25* 0,29* 0,11* �0,02 0,04

NC�68 �0,23* �0,28* 0,01 0 �0,02 0,05

NC�90 �0,08 �0,22* 0,21* 0,12* 0,04 0,04

NC�91 �0,12* �0,28* 0,72* 0,03 0,03 0,06*

NC�109 �0,27* �0,33* 0,40* 0,10* �0,01 0,06*

TX�27 0,14* 0,03 0,14* 0,16* 0,02 0,04

4�SH�Quin 0,11* 0,19* 0,03 0,04 0,01 0,04

ITA�10 �0,45* �0,36* — — 0,01 0,03

ITA�11 �0,32* �0,24* — — �0,01 0,05

ITA�12 �0,20* �0,11* 0,06 0,15* 0 0,03

Дибунол �0,12* �0,06 1,02* 0,05 �0,04 0,05

Tіотриазолін 0,03 �0,20* 0,17* 0,01 �0,03 0,04

Примітки : 1.*� р < 0,05 по відношенню до контролю;

2. Значення показників для контролю F330, FФК, FЕБ дорівнюють 1.
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сполук в суспензії ТАХ призводить

також до зменшення    FEБ (особли�

во для сполук NKC�150 і ІТА�12),

наближення значень показника 

.  FEБ до контролю. Таким чином,

модифікація in vitro фракцій РХ і

ТАХ сполуками — похідними S�

вмісних хіназолонів та піримідо�

хіназолонів призводить до зміни

структурно�динамічних показників,

що характерізують ступень

спіралізації  ДНК, їх нормалізації  в

РХ  фракції (сполуки NKC�150, NC�

109, NC 91).

Про структурні пертурбаціїї у

Таблиця 4

Зміни фізико�хімічних показників у фракції РХ клітин печінки інтактних 
і отруєних ТХМ щурів у присутності ФАР в концентрації 10�5М у порівнянні з контролем

Шифр
сполуки

F330, в.о. FФК, в.о. FЕБ, в.о.

Інтактні ТХМ Інтактні ТХМ Інтактні ТХМ

NKC�135 0,21* �0,19* �0,13* 0,11* �0,05 �0,03

NKC�150 �0,33* �0,26* �0,19* 0,15* �0,07* �0,04

NKC�153 �0,21* �0,35* �0,10 0,08 �0,08* �0,02

NKC�187 �0,21* �0,33* �0,06 0,03 �0,07* �0,02

NKC�112 �0,17* �0,32* �0,08 0,04 0,17* 0,02

NC�68 0,89* 0,62* �0,16* �0,03 �0,18* 0,01

NC�90 �0,04 �0,23* 0 0,22* �0,05 �0,01

NC�91 �0,10 �0,31* �0,16* 0,03 �0,22* 0,01

NC�109 �0,22* �0,42* �0,08 0,09 �0,03 0

TX�27 0,20* �0,06 �0,15* 0 �0,06* �0,01

4�SH�Quin �0,12* 0,06 �0,10 0,04 �0,05 �0,01

ITA�10 �0,39* �0,44* — — �0,07* �0,01

ITA�11 �0,32* �0,37* — — �0,04 0

ITA�12 �0,26* �0,25* �0,10 0,09 �0,02 �0,04

Дибунол �0,03 �0,12* 0 0,08 �0,03 0

Tіотриазолін 0,10 �0,23* �0,06 �0,03 �0,02 0,03

Примітки : 1.*� р < 0,05 по відношенню до контролю;

2. Значення показників для контролю F330, FФК, FЕБ дорівнюють 1.
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Рис 1. Величини констант гасіння Штерна�Фольмера білкової флуоресценції РХ акриламідом для інтактних та ТХМ�
отруєних щурів без додавання (17) та в присутності ФАР (1�16).

На рис. 1 та 2:     — інтактні тварини,     — тварини, отруєні ТХМ; вісь ординат�значення KSV, M�1; 
вісь абсцис�сполуки (1�16), контроль (17).

1�NKC�135; 2�NKC�150; 3�NKC�153; 4�NKC�187; 5�NKC�112; 6�NC�68; 7�NC�90; 8�NC�91; 9�NC�109; 10�TX�27;
11�4�SH Quin; 12�ITA�10; 13�ITA�11; 14�ITA�12; 15�дибунол (Дб); 16�тіотриазолін (ТтрА).
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білкових молекулах РХ і ТАХ під

впливом ТХМ і доданих in vitro

досліджуваних ФАР свідчать резуль�

тати досліджень гасіння флуорес�

ценції триптофанілів дифузійним

гасником акриламідом. На рис.1 на�

ведені величини констант гасіння

флуоресценції Штерна�Фольмера,

КSV, для суспензій РХ клітин

печінки інтактних тварин  та після

отруєння ТХМ у присутності сполук

( 1�16) в концентрації 10�5М і у

відсутності ФАР (17, контроль).

Для фракції РХ інтактних тварин

у присутності сполук NC�90 (7),

ІТА� 11 (13), ТТрА (16), Дб (15) та ін.

визначено збільшення КSV показ�

ника порівняно з контролем (17),

що свідчить про розпушеність

структури білків при дії ФАР, збіль�

шення доступу гасника до флуоро�

форів. При отруєнні у присутності

ФАР (крім NKC�153 і Дб) значення

показника КSV знижується порівня�

но з контролем (17), що свідчить про

ущільнення структури білків, тобто

про наближення даного  показника

до значень контролю інтактних

щурів і можливість корекції пору�

шень показника in vitro. 

Для фракції ТАХ (рис. 2) інтакт�

них тварин додавання в суспензію

сполук (1�16) в концентрації 10�5 М

не призводить до значних змін по�

казника КSV, при отруєнні у присут�

ності ФАР має місце значне знижен�

ня  КSV порівняно з контролем (17),

ущільнення структури білків: крім

сполук NKC�135 (1), NKC�153 (3),

ITA�12 (14)��корекція відсутня.

Таким чином, похідні хіназолонів і

піримідохіназолонів за умов in vitro

впливають на перебіг NADP.H — ас�

корбат�залежного ПОЛ, що сприяє

нормалізації стану ліпопереокислення

у фракціях РХ і ТАХ клітин печінки.

Вплив сполук цього класу на структур�

но�динамічні показники фракцій реп�

ресованого та транскрипційно актив�

ного хроматину in vitro свідчить про

структурну модифікацію негістонових

білків (триптофанілів) і гістонів ( зміни

концентрації e�аміногруп залишків

лізіну в гістонах), зміни  ступені

спіралізації подвійного ланцюга в

ДНК, що супроводжується нор�

малізацією фізико�хімічних показ�

ників, порушених при отруєнні.

Найбільш виражені геномозахисні

властивості визначені для похідних

піримідохіназолонів (серії ІТА), а також

для сполук — похідних S�вмісних хіна�

золонів (NKC�150, NKC�153, NC�109).
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Рисунок 2. Величини констант гасіння Штерна�Фольмера білкової флуоресценції ТАХ акриламідом для інтактних та
ТХМ�отруєних щурів без додавання (17) та в присутності ФАР (1�16).

Вісь ординат�значення KSV, M�1; вісь абсцис�сполуки (1�16), контроль (17).
1�NKC�135; 2�NKC�150; 3�NKC�153; 4�NKC�187; 5�NKC�112; 6�NC�68; 7�NC�90; 8�NC�91; 9�NC�109; 10�TX�27;

11�4�SH Quin; 12�ITA�10; 13�ITA�11; 14�ITA�12; 15�дибунол (Дб); 16�тіотриазолін (ТтрА)
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