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Р аніше [1] нами були предс�

тавлені докази наявності

апоптотичного механізму геноток�

сичної дії представника хлоралканів —

тетрахлоретану (ТХМ) — на фракції

репресованого (РХ) та тран�

скрипційно активного (ТАХ) хрома�

тину клітин печінки щурів та ми�

шей. У даній роботі наведені резуль�

тати наших подальших досліджень

наявності апоптотичного компо�

ненту токсичної дії на цей

внутрішньоклітинний молекуляр�

ний субстрат іншого представника

хлоралканів — 1,2�дихлоретану (1,2�

ДХЕ). На відміну від  ТХМ,

досліджень молекулярних ме�

ханізмів генотоксичної дії 1,2�ДХЕ

проведено набагато менше. 

Метою даних експериментів бу�

ло вивчення механізмів генотоксич�

ної дії 1,2�ДХЕ на рівні структурно�

функціональних зрушень фракцій

транскрипційно активного та репре�

сованого хроматину клітин печінки. 

Матеріали та методи дослідження
Білим щурам (самці та самиці, 3

міс) вводили 1,2�ДХЕ у дозі 1 ЛД50.

Терміни інтоксикації дорівнювали:

10 хв, 1, 2, 4, 8 та 24 год. 

Зміни у структурі та функції хро�

матину визначали за допомогою

дослідження біохімічних та

біофізичних показників фракцій

хроматину, що відображають струк�

турно�функціональний стан його

компонентів (ДНК, білків   гістоно�

вих, негістонових та ліпідів), які

змінюються за наявності апопто�

тичного компоненту токсичної дії

хлоралкану [1]. Використовували

біохімічні показники , що характе�

ризують швидкість та інтенсивність

протікання реакцій ПОЛ у ліпідах

фракцій хроматину (швидкість на�

копичення МДА і його похідних та

концентрація дієнових кон'югатів)

та визначають рівень його структур�

но�функціональної організації (до�

ля РХ та ТАХ у хроматині та відно�

шення білок/ДНК у фракціях). Пер�

ша група показників характеризує

інтенсивність протікання реакцій

ліпопереокиснення у фракціях хро�

матину, що є пусковим механізмом

генотоксичної дії багатьох вивчених

нами сполук та визначають ступінь і

спрямованість пошкодження

клітинного метаболізму [2�4]. Друга

група показників дає можливість

одержання інформації щодо загаль�

ного стану структури та функцій

хроматину, оскільки вони (доля

фракцій РХ та ТАХ у хроматині та

відношення у них білок/ДНК) є

найбільш інтегральними і дають

можливість проаналізувати саме

ранні та суттєві зміни структури і

функції цієї надмолекулярної

біохімічної субстанції [5]. Обидві

групи показників, як було показано

нами раніше [1], змінюються за

умов наявності апоптозу. 

В даній роботі також за допомо�

гою біофізичних методів проводили

дослідження структурної організації

білкової складової фракцій хрома�

тину та їх ДНК під впливом 1,2�

ДХЕ. Зміни білків вивчали за допо�

могою показників, що характеризу�

ють структуру загальних (F330 —

власна білкова флуоресценція та Ksv —

константа Штерна�Фольмера) та

гістонових (FФК — флуоресценція

флуорескаміну) білків: триптофано�

вої флуоресценції (F330) на довжині

хвилі 330 нм, методом гасіння білко�

вої флуоресценції дифузійним гас�

ником — акриламідом, а також з ви�

користанням гістон�специфічного

зонду — флуорескаміну [2]. Пору�

шення структурної організації одно�

та двохланцюгової ДНК вивчали за

допомогою флуоресцентного зонду

(інтеркалятора) — етидію броміду

(FЕБ) [2]. Стан білково�ліпідного

контакту у фракціях хроматину вив�

чали за методом індуктивно�резона�

нсного переносу енергії (ІРПЕ) з

білкових молекул (донорів елект�

ронів) на флуоресцентний зонд

пірен, що є їх акцептором [2]. 

У даному дослідженні наведені

результати морфо�гістологічних

досліджень печінки білих щурів, які

були піддані дії 1,2�ДХЕ у дозі 1 ЛД50

на терміни інтоксикації 1; 2; 4; 8 та

24 год. Окрему групу складали

інтактні тварини, яких декапітували

(етерний наркоз) одночасно з

дослідними. Був вивчений мета�

болізм нуклеїнових кислот у па�

ренхімі клітин печінки. Для цього

однотипні ділянки печінки висіка�

ли, занурювали у 10 % нейтральний

формалін, у рідину Карнуа. Готували

парафінові та заморожені зрізи, які

забарвлювали гематоксиліном та ео�

зином, нуклеїнові кислоти (ДНК та

РНК) виявляли за М. Шубичем.

Кількість апоптотично уражених

клітин визначали за характерними

морфологічними ознаками [1]. Пре�

парати фотографували за допомо�

гою мікроскопу "Цитопан".

Інші матеріали та методи

досліджень описані у нашій попе�

редній роботі [1].

Результати та їх обговорення
Визначення концентрації проміж�

них та кінцевих продуктів ПОЛ
У табл. 1 наведені результати

визначення швидкості накопичення

кінцевих метаболітів реакцій ліпо�

переокиснення — малонового діаль�

дегіду (МДА) та його похідних у

фракціях хроматину клітин печінки

щурів за умов інтоксикації 1,2�ДХЕ.

Введення тваринам цієї отрути

призводить до неоднозначних змін у

величині рівня реакцій ПОЛ у

фракціях хроматину. Так, у фракції

РХ найбільш суттєві зміни спос�

терігаються у показниках, що харак�

теризують рівень неферментативно�
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го ПОЛ — аскорбат�залежного ПОЛ

(АЗП) та неініційованого ПОЛ

(НК). Так, через 10 хв після введен�

ня тваринам отрути спостерігаються

зміни АЗП та НК. Вони полягають у

достовірному зменшенні величини

цих показників у порівнянні з конт�

ролем: рівень АЗП зменшується

більш ніж вдвічі   з 3609,7 до 1553,8 а

НК — з 1742,1 до 855,4 нмоль

МДА/мг білка за 2 год. Через 2 год

після отруєння спостерігається дос�

товірне зменшення ферментативної

складової НДФН�залежного ПОЛ

(НЗП) з 27659,2 до 17195,6 нмоль

МДА/мг білка за 2 год. Окрім того,

через 4 та 8 год після введення отру�

ти різко збільшується рівень

неініційованого ПОЛ у цій фракції

хроматину. Так, через 4 год його ве�

личина досягає 2869,4, а через 8 год —

2391,8 нмоль МДА/мг білка за 2 год.

Тобто, приблизно через 4 год після

отруєння 1,2�ДХЕ спостерігається

максимум активації неініційованого

ПОЛ у РХ. Подібна картина спос�

терігається і у фракції тран�

скрипційно активного хроматину.

Рівень ферментативного НАДФН�

залежного ПОЛ за умов інтоксикації

щурів 1,2�ДХЕ зменшується у цій

фракції хроматину через 24 год з

26307,1 до 16004,8 нмоль МДА/мг

білка за 2 год. Зміни нефермента�

тивного ПОЛ за умов інтоксикації є

набагато більш суттєвими, ніж фер�

ментативного. Так, через 4 та 8 год

після введення тваринам отрути

рівень АЗП в ТАХ збільшується з

2716,4 до 5792,2 та 3979,3 нмоль

МДА/мг білка за 2 год, відповідно.

Дещо інша закономірність спос�

терігається у випадку неініційовано�

го ПОЛ (НК). Так, рівень неініційо�

ваного ПОЛ у ці терміни інтокси�

кації збільшується з 1817,1 до 3205,1

та 3624,8, відповідно. Але через 10 хв

після отруєння тварин він дос�

товірно зменшується з 1817,1 до

671,2 нмоль МДА/мг білка за 2 год

Таким чином, у фракції тран�

скрипційно активного хроматину

спостерігаються більш виразні

зміни реакцій неферментативного

ПОЛ у порівнянні з РХ, які до того

ж, на відміну від фракції репресова�

ного хроматину, через найбільший з

вивчених термінів інтоксикації (24

год) не корегуються в організмі. Ці

результати узгоджуються із сфор�

мульованими нами раніше поло�

женнями про те, що саме фракція

транскрипційно активного хрома�

тину є головною мішенню геноток�

сичної дії вивчених нами отрут, а та�

кож біологічно активних речовин,

що мають геномозахисну дію [6, 7].

Окрім кінцевих метаболітів ре�

акцій ПОЛ у хроматині визначали

також проміжні продукти ПОЛ —

дієнові кон'югати в різні терміни от�

руєння тварин 1,2�ДХЕ. Дані табл.2

свідчать, що характер змін концент�

рації проміжних продуктів ПОЛ у

фракціях хроматину в залежності від

тривалості інтоксикації дещо

відрізняється від аналогічних про�

цесів, зареєстрованих для МДА та
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НЗП 26948,1 17422,2 26839,6 15679,0 15869,9 21399,0 25777,6 15942,2 22722,1 18837,9 24816,5 17588,1

НЗП, D 27659,2 17195,6 21510,7 14973,5* 17583,3 20099,2 26307,1 17015,2 23728,1 20059,6 26970,0 16004,8*

АЗП 3609,7 1553,8* 3188,1 1696,8* 2098,7 2828,1 2716,4 2946,0 3586,7 3230,9 5792,2* 3979,3*

НК 1742,1 855,4* 698,2* 909,2 2869,4* 2391,8* 1817,1 671,2* 1217,2 1537,8 3205,1* 3624,8*

Таблиця 1 

Швидкість накопичення МДА та його похідних у фракціях хроматину клітин печінки щурів (нмоль/мг білка за 2 год) за
умов отруєння 1,2*ДХЕ ( n=4)

Примітки: 1. * —  р <0,05 (по відношенню до контролю); 2. Значення НЗП (НАДФН�залежне ПОЛ); НЗП,

(його ферментативна складова) та АЗП (аскорбат�залежне ПОЛ) наведені з урахуванням відповідних значень НК

(неініційованого контролю).
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Гепта�

новий
7031,9 8483,8 13427,1* 8796,3 869,8* 967,0* 6904,0 9740,4 14460,0* 12856,7* 1052,4 1226,5*

Ізопро�

паноль�

ний

6147,4 7610,0 10381,0* 6751,6 752,2* 696,3* 5334,0 7055,0 9990,4* 8993,0 933,5 928,3*

Таблиця 2

Концентрація дієнових кон'югатів у фракціях РХ і ТАХ клітин печінки щурів (нмоль/мг білка) 
за умов отруєння 1,2*ДХЕ (n=3*6)

Примітка: в цій та табл. 3 та 4 *   р <0,05 по відношенню до контролю.
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його похідних. Так, в фракції РХ у

гептановому шарі ліпідного

екстракту через 1 год після отруєння

спостерігається виражене підви�

щення рівня ПОЛ з 7031,8 (конт�

роль) до 13427,1 нмоль дієнових

кон'югатів/мг білка. Через 4 та 8 год

після отруєння тварин 1,2�ДХЕ

різко знижується рівень проміжних

продуктів ПОЛ.  Їх рівень змен�

шується у ці терміни до 868,8 та

967,0 нмоль дієнових кон'югатів/мг

білка, відповідно. В ізопропаноль�

ному шарі після отруєння спос�

терігається аналогічна картина змін

концентрації дієнових кон'югатів:

підвищується з 6141,4 (контроль) до

10381,0 (1 год) та у наступні терміни

знижується до 752,2 та 696,3 нмоль

дієнових кон'югатів/мг білка. Цей

показник є, на відміну від концент�

рації кінцевих продуктів ПОЛ у хро�

матині, більш рухливим, тому що

вміст проміжних продуктів швидко

змінюється за рахунок їх переходу в

інші форми переокислення ліпідів у

хроматині. Аналогічна тенденція

змін концентрації дієнових кон'югатів

під впливом інтоксикації спос�

терігається і у фракції ТАХ. В цілому

зміни для цієї фракції є подібними

до таких у фракції РХ, але виражені

дещо більше. 

Параметри біолюмінесценції
Окрім визначення концентрації

проміжних та кінцевих продуктів

ПОЛ, проводили також

біохемілюмінесцентне вивчення

вільно�радикальних процесів у

ядерному хроматині. Для цього виз�

начали інтенсивність процесу та

площу його світлосуми [1], які

відображають стан ПОЛ та стан ан�

тиоксидантних систем ядерного

хроматину [8].

У табл. 3 наведені показники

Fe2+�ініційованої біохемілюмінес�

ценції для РХ (І1, S) та ТАХ (І2, S)

клітин печінки інтактних щурів

(контроль) та таких через 4 та 8 год

після отруєння 1,2�ДХЕ. Показані

також зміни (D, %) показників за

умов отруєння у порівнянні з конт�

ролем. За умов отруєння 1,2�ДХЕ

протягом 4 год значно зростають у

порівнянні з контролем показники

швидкого та повільного спалаху

БХЛ в РХ і ТАХ. Подібні зміни для

РХ свідчать про збільшення вмісту

вільних ОН*� радикалів, обумовле�

них розкладом гідроперекисів під

впливом індукції Fe2+. На 8 год

інтоксикації значення І1 ще більше

зростають. У той же час площа

світлосуми на 4 год ураження зни�

жується незначно, але після 8 год

отруєння 1,2�ДХЕ цей показник

зростає у 1,56 разів, що свідчить про

інтенсифікацію реакцій ПОЛ. Для

фракції ТАХ на 4 та 8 год інтокси�

кації зафіксовано зростання показ�

ника повільного спалаху І2, що

свідчить про розвиток реакцій ПОЛ

у даній системі. Але площа світлосу�

ми при цьому знижується недос�

товірно. 

Таким чином, за результатами

дослідження Fe2+�ініційованої біо�

хемілюмінесценції в РХ виявлено

значну інтенсифікацію вільно�ради�

кальних процесів на протязі перших

8 год отруєння щурів 1,2�ДХЕ, тоді

як у фракції ТАХ у цей термін дос�

товірні зміни вивчених за допомо�

гою БХЛ вільно�радикальних про�

дуктів відсутні. 

На наш погляд, виявлені зміни

інтенсивності реакцій ПОЛ у

фракціях хроматину за умов інток�

сикації 1,2�ДХЕ лежать в основі ге�

нотоксичної дії цієї сполуки, зокре�

ма, порушень структурно�функціо�

нальної організації ядерного геному. 

Доля фракцій та відношення
білок/ДНК

У табл. 4 наведені результати

визначення параметрів, що у

найбільш загальному плані характе�

ризують хроматин. Можна бачити,

що як і при визначенні інтенсив�

ності реакцій ПОЛ , найбільш чіткі

зрушення показників, що характе�

ризують організацію хроматину,

фіксуються у ранні терміни інтокси�

кації: 10 хв, 1 та 2 год. Так, дос�

товірно зростає доля фракції репре�

сованого хроматину та, відповідно,

падає транскрипційно активного (з

81,72 % у контролі для РХ до 89,88 %,

90,71 % та 92,11 % та з 19,95 % у

контролі для ТАХ до 10,12 %, 9,29 %

та 7,89 % через 10 хв, 1 та 2 год після

введення отрути, відповідно). Окрім

того, у ТАХ зафіксовані достовірні

зміни відношення білок/ДНК, що

також є інтегральним показником,

який характеризує структурну ор�

ганізацію ядерного геному та інтен�

сивність протікання у ньому мета�

болічних процесів. Так, через 1 та 2

год після введення отрути цей по�

казник зростає з 2,98 (у контролі) до

5,68 та 5,17, відповідно. Зменшення

долі транскрипційно активної

фракції у хроматині та зростання

Термін отруєння, параметри БХЛ

Інтактні щури
(контроль)

Інтоксикація 
1,2*ДХЕ

DБХЛ 
(відн. од.)

РХ

4 год

І1, ум. од. 23,27±4,80 37,23±3,43* 1,59

S, імп. 3388,1±1457,0 2400,4±597,1 0,71*

8 год
І1, ум. од. 23,27±4,80 39,20±4,23* 1,68*

S, імп. 3388,1±1457,0 5295,5±806,0* 1,56

ТАХ

4 год

І2, ум. од. 62,89±4,48* 1,44

S, імп. 11847±1401 11377±2183 0,96

8 год
І2, ум. од. 43,76±5,42 65,70±4,45* 1,50

S, імп. 11847±1401 10681±1220 0,90

Таблиця 3

Показники Fe2+*ініційованої БХЛ фракцій РХ і ТАХ клітин печінки інтактних та отруєних 1,2*ДХЕ щурів 
(37 оC, n= 4*8)



7СОВРЕМЕННЫЕ  ПРОБЛЕМЫ  ТОКСИКОЛОГИИ   4/2008 

відношення білок/ДНК свідчать

про зменшення генетичної актив�

ності геному під впливом 1,2�дихло�

ретану.  [9, 10].

Отже, виявлені зміни інтенсив�

ності протікання реакцій ПОЛ у хро�

матині певним чином зумовлюють

зміни його структурно�функціональ�

ної організації. Як було показано на�

ми раніше для тетрахлоретану [1], от�

руєння цією сполукою через вільно�

радикальні механізми  викликає цілу

низку змін біохімічних та біофізич�

них параметрів структури та функції

хроматину. Подібна картина спос�

терігається і у даному випадку при

генотоксичному пошкодженні хро�

матину 1,2�ДХЕ. Причому, як і у ви�

падку ТХМ, зміни структури хрома�

тину є більш вираженими у його

транскрипційно активній фракції,

яка відповідає за рівень його гене�

тичної активності [11]. У кінцевому

випадку, ці модифікації зумовлюють

зниження генетичних процесів за

умов отруєння. 

Біофізичні методи дослідження
структурної організації фракцій хро�
матину

Раніше ми показали [1], що

однією з характерних ознак апопто�

тичного механізму токсичного ура�

ження ядерного хроматину клітин

печінки тетрахлорметаном є його

конденсація, яка реалізується за раху�

нок ущільнення зв'язку білок�ДНК,

або суперспіралізації подвійного лан�

цюга ДНК. У табл. 5 наведені значен�

ня показників флуоресценції сус�

пензій РХ в залежності від тривалості

інтоксикації тварин 1,2�ДХЕ.

Дослідження проводили на двох гру�

пах тварин — інтактні (контроль) та

отруєні (дослід) при термінах інток�

сикації 10 хв, 1 год, 2 год, 4 год, 8 год

та 24 год. У табл.5 наведені зміни (D,

%) значення вивчених параметрів  в

залежності від тривалості інтокси�

П
ок

аз
ни

ки РХ ТАХ

Інтактні 
тварини

(контроль)

строк після отруєння Інтактні 
тварини

(контроль)

строк після отруєння

10 хв 1 год 2 год 4 год 8 год 10 хв 1 год 2 год 4 год 8 год

Доля фракції,

%
81,72 89,88* 90,71* 92,11* 83,30 83,47 19,95 10,12* 9,29* 7,89* 16,70 16,53

Білок/ДНК 1,50 1,75 1,44 1,66 1,49 1,59 2,98 5,71* 5,68* 5,17* 2,49 2,64

Таблиця 4

Показники структури хроматину клітин печінки щурів за умов отруєння 1,2*ДХЕ (n=3*6)
Тр
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іс
ть
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кс
ик
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ії

1,
2*
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Ш
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Ф
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у
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лк
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Ін
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ії

ет
ид

ій
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у

В
ір
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ь
ІР

П
Е

В
ід
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ш

ен
ня

І 3
92

/І
47

0
пі

ре
ну

KSV, M*1 DKsv

(%)
FФК,

ум. од.
DFФК

(%)
F330 F330 (%)

FЕБ

в.од.
DF
(%)

W
ум. од.

D  W
(%)

h  в.о. Dh  (%)

10 хв

контроль

дослід

6,07+0,50

6,47+0,70
+6,5

1,0

0,73
�27

1,0

1,17
+17

1,0

�

0

�

0,175

0,222
+26,9 10,1 �28,4

1 год

контроль

дослід

6,07+0,50

4,9+0,17
�19,0 0,82 �18 0,92 �8 – –

0,175

0,170
�2,9

15,5

13,1
�15,5

2 год

контроль

дослід

6,07+0,50

5,6+0,10
�7,7 0,69 �31 0,83 �17 – –

0,175

0,175
0

15,5

19,3
+24,5

4 год

контроль

дослід

8,83+0,40

8,11+0,30
�8,2 0,92 �8 0,91 �9 1,05 +5

0,247

0,224
�9,3

–

–
–

8 год

контроль

дослід

8,83+0,40

8,35+0,40
�5,4 1,50 +5 1,05 +5 1,03 +3

0,247

0,244
�1,2

–

–
–

24 год

контроль

дослід

6,73+0,23

6,13+0,13
�8,9 1,1 +10 0,89 �11 0,98 �2

0,224

0,219
�25,5

+4,9

+4,77
�2,7

Таблиця 5

Значення біофізичних показників фракції РХ з клітин печінки щурів в залежності від часу інтоксикації 1,2*дихлоретаном
(n=4; t=20 оC)
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кації. Видно, що флуоресцентні по�

казники, які характеризують структу�

ру білків в РХ (KSV, FФК, F330), зазна�

ють змін за умов ураження тварин

1,2�ДХЕ. Ці зміни носять протилеж�

ну спрямованість в залежності від

терміну інтоксикації: значення по�

казників KSV та F330 зростають у

порівнянні з контролем на 10 хв, а

далі знижуються до 24 год після от�

руєння аж до негативних значень D.

Причому, максимум зниження

спостерігається у проміжок  між 1

год та 2 год від початку введення

тваринам отрути. Для показника

FФК (значення якого характеризу�

ють структурний стан гістонових

білків в хроматині) найменші зна�

чення інтенсивності флуоресценції

флуорескаміну спостерігаються на

протязі 10 хв — 2 год,  тоді як через

24 год після введення отрути конце�

нтрація позитивно заряджених e�

NH2�залишків лізину у гістонових

білках зростає більше ніж на 10 % у

порівнянні з контролем.

Для фракції РХ зміни у структурі

ДНК за умов отруєння  1,2�ДХЕ є

незначними: зростання флуорес�

ценції ЕБ при його комплексоутво�

ренні з ланцюгами ДНК складає

всього 3 % у порівнянні з контро�

лем. У той же час, у фракції РХ ма�

ють місце значні зміни значень па�

раметрів ІРПЕ, W та мікров'язкості

(тобто, відношення I392/I470) у

спектрі вбудованого у РХ пирену,

що характеризують властивості гли�

бинних ділянок молекул ліпідів хро�

матину в області білково�ліпідного

контакту. З табл. 5 витікає, що у по�

чатковий період інтоксикації має

місце значне зростання вірогідності

ІРПЕ (W), тоді як впродовж 24 год

спостерігається значне зниження

величини цього показника (на 26

%), послаблюється білково�

ліпідний контакт у порівнянні з

контролем. Реєструється також нез�

начне зниження мікров'язкості у

ліпідній фазі РХ.

Таким чином, дослідження по�

казали наявність значних змін у

фракції РХ, які стосуються структу�

ри гістонових білків, про що

свідчать пертурбації у їх лізинових

залишках, значне скорочення їх

концентрації у початковий період

інтоксикації та зростання на протязі

24 год інтоксикації. Спостерігають�

ся також певні зміни у структурі

ДНК, що супроводжуються її

спіралізацією, зі зниженням

мікров'язкості у ліпідній фазі РХ та

послабленням білково�ліпідного

контакту.

У табл. 6 наведені значення

біофізичних показників фракції

ТАХ з клітин печінки щурів в залеж�

ності від тривалості інтоксикації

1,2�ДХЕ. На відміну від фракції РХ,

у ТАХ має місце зниження на 29 %

концентрації  e�аміногруп залишків

лізину (зменшення Fфк), але при цьо�

му спостерігається зростання величи�

ни показника KSV, хоча за час з мо�

менту ураження (10 хв) до 8 год зна�

чення цього показника було негатив�

ним, а значення Fфк у терміни 2�8 год

ураження 1,2�ДХЕ були позитивни�

ми, що свідчить про значні пертур�
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0
пі

ре
ну

KSV, M*1 DKsv

(%)
FФК,

ум. од.
DFФК

(%)
F330 F330 (%)

FЕБ

в.од.
DF
(%)

W
ум. од.

D  W
(%)

h  в.о. Dh  (%)

10 хв

контроль

дослід

9,20±0,51

9,1±0,15 �1,8

1

0,98 �2

1,0

1,05 +5

1,0

– –

0,344

0,346 +5,8

11,5

14,5 +26,1

1 год

контроль

дослід

9,20±0,51

8,4±1,0 �8,69 0,99 �1 0,94 �6 – –

0,344

0,329 �4,4 12,2 +6,1

2 год

контроль

дослід

9,2±0,51

8,7±0,15 �5,43 1,08 +8 1,02 +2 – –

0,344

0,304 �11,6 10,1 �12,2

4 год

контроль

дослід

9,63±0,40

9,19±0,41 �4,57 1,22 +22 1,55 +55 0,89 �11

0,473

0,443 �6,3 – –

8 год

контроль

дослід

9,63±0,40

9,04±0,21 �6,13 1,20 +20 1,37 +37 0,91
�9

0,473

0,421 �11,0 – –

24 год

контроль

дослід

9,1±0,03

9,4±0,34 3,29 0,71 �29 0,98 �2

0,93±

0,03 �7

0,275

0,402 +31,6

4,05

3,60 �11,1

Таблиця 6

Значення біофізичних показників фракції ТАХ з клітин печінки щурів 
в залежності від часу отруєння 1,2*дихлоретаном (n=4; 20 оC)
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бації у білкових структурах ТАХ, а са�

ме у залишках гістонових білків. 

Зниження флуоресценції етидію

броміду на 9�11 % впродовж 4�24 год

інтоксикації свідчить про зменшен�

ня комплексоутворення та вбудову�

вання його між нитками подвійного

ланцюга ДНК, а також про обме�

ження його доступу до ДНК.

Дослідження глибинних зон у ТАХ,

у яких локалізується при вбудову�

ванні гідрофобний ліпідний зонд

пірен, показало складний характер

змін білково�ліпідного контакту:

збільшення відстані білок�ліпід на

протязі 1�8 год, але цей процес є

зворотнім через 10 хв та 24 год. При

цьому має місце зростання

вірогідності ІРПЕ (білково�ліпідно�

го контакту) на 30 % на 24 год інток�

сикації. Так, рухомість у ліпідній

фазі зменшується через 10 хв після

введення отрути ( при цьому зростає

відношення І392 /І470 — показник

мікров'язкості), але через 24 год во�

на зростає на 11 % (показник І392

/І470 зменшується).

Таким чином, зміни значень по�

казників негістонових білків (D KSV)

та гістонів (D Fфк) свідчать про

структурну модифікацію у ТАХ під

впливом 1,2�ДХЕ, але, на відміну від

РХ, через 24 год після введення от�

рути має місце розпушення структу�

ри негістонових білків та зменшен�

ня концентрації позитивно заряд�

жених  e�NH2�груп залишків лізину

у молекулах гістонових білків, тому

спостерігається зростання позитив�

ного заряду у цій фракції, що може

бути перешкодою для комплексоут�

ворення інтеркалятору етидію

броміду з ланцюгами ДНК. Також,

як і у фракції РХ, у фракції ТАХ

спостерігається зниження показни�

ка мікров'язкості у ліпідній фазі,

але, на відміну від РХ, через 24 год

після отруєння 1,2�ДХЕ у фракції

ТАХ зростає величина білково�

ліпідного контакту на 31,6 %, тоді як

у фракції РХ цей показник змен�

шується на 25,5 %.

Патоморфологічне вивчення пош�
коджених 1,2�дихлоретаном клітин
печінки щурів

Раніше нами була охарактеризо�

вана морфо�гістологічна картина

змін метаболізму нуклеїнових кис�

лот у клітинах білих щурів та мишей,

отруєних ТХМ у дозі 1 ЛД50 [1] . При

цьому було показано, що через 8 год

після введення отрути вміст нук�

леїнових кислот у паренхімі печінки

не змінювався, спостерігалися по�

одинокі вогнища апоптотичних

клітин: як у інтактних, так і от�

руєних тварин у вивчені строки

спостереження (8 год) виявлялися

поодинокі гепатоцити з еозинофіль�

ною цитоплазмою та конденсова�

ним хроматином на периферії ядра.

У більш віддалені терміни інтокси�

кації (24 год) частіше виявлялися

клітини, у яких реєструвались

крупні грудки хроматину, розташо�

вані перинуклеарно (морфологічні

ознаки апоптозу). Деякі гепатоцити

округлювалися, відділяючись в ок�

ремі клітини, їх ядра піддавалися

грудковому розпаду. При збільшенні

терміну інтоксикації до 24 год ці

морфо�гістологічні зміни зростали

та супроводжувалися збільшенням

кількості апоптотичних клітин, ви�

никненням вогнищ некрозу. При

цьому порушувався метаболізм нук�

леїнових кислот, особливо РНК.

При мікроскопічному вивченні

через 1�8 год на оглядових препара�

тах клітин печінки дистрофічних

змін, гемодинамічних порушень та

ознак запальної реакції не виявлено.

У 2 тварин з 5 через 8 год після вве�

дення отрути на периферії печінко�

вих дольок у цитоплазмі гепатоцитів

виявлялись дрібні вакуолі, зменшу�

вався вміст РНК. Якщо у інтактних

тварин продукт гістохімічної реакції

на РНК метиленовим синім забарв�

люється у голубий колір, то у от�

руєних тварин він має блідо�голу�

бий колір. Як у інтактних, так у от�

руєних тварин у паренхімі печінки

зрідка виявлялися гепатоцити з яд�

рами, у яких хроматин групувався у

вигляді крупних гранул на периферії

ядра, що є характерною морфо�

логічною ознакою апоптозу (рис. 1).

Через 8 год від початку експеримен�

ту морфологічна картина паренхіми

печінки суттєво не змінювалась у

порівнянні з такою у тварин, описа�

них вище, але у печінці спостерігали

вогнища активації клітин ретикуло�

ендотеліальної системи. Окрім цьо�

го, у пери�портальних просторах

збільшувався вміст мононуклеарів.

Через 24 год після отруєння архітек�

тоніка органу не змінювалась, при

цьому не спостерігали некробіотич�

них змін у паренхіматозних кліти�

нах, були відсутні циркуляторні по�

рушення. 

У цитоплазмі гепатоцитів вияв�

лялися не глибки, інтенсивно заба�

рвлені у ліловий колір, а дрібні пи�

ловидні зерна, забарвлені дифузно у

блідо�ліловий колір. У порівнянні з

попереднім періодом спостережен�

ня послаблялася реакція на РНК.

На більшій площині, переважно у

центральних частинах дольок, вияв�

лялися гепатоцити з незначним

вмістом РНК. Цитоплазма багатьох

гепатоцитів метиленовим синім за�

барвлювалась у бліді тони. Також

частіше зустрічалися поодинокі ге�

патоцити з еозинофільною цитоп�

лазмою з ядрами, які складаються з

кількох глибок,  розміщених пери�

нуклеарно (рис. 2). Продовжувала

посилюватися продуктивна реакція

у міжклітинній тканині печінки.

Поряд з активацією ретикуло�ендо�

теліальної системи та збільшенням

вмісту мононуклеарів у перипор�

тальних просторах тріад нерідко ви�

Рис. 1. Поодинокі гепатоцити з конденсованими глибками хроматину у щура�
самиці через 4 год після введення 1,2�ДХЕ у дозі 1ЛД50. х 460
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МЕХАНИЗМЫ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ
(НЕКРОЗ, АПОПТОЗ) ХЛОРАЛКАНОВ НА

ФРАКЦИИ ЯДЕРНОГО ХРОМАТИНА КЛЕТОК
ПЕЧЕНИ. ІІ. ДИХЛОРЭТАН

На основании биохимических, биофизических и морфологи�

ческих методов установлено наличие апоптотического механизма

генотоксического действия представителя хлоралканов — 1,2�

дихлорэтана на фракции транскрипционно активного и репрес�

сированного хроматина печени крыс. Это находит свое отраже�

ние в наличии у отравленных животных целого ряда морфологи�

ческих и биохимических признаков, характерных для данного ви�

да генетически запрограммированной гибели клеток: повышен�

ной конденсации ядерного хроматина, которая проявляется в его

локализации в виде глыбок на периферии ядерной мембраны ге�

патоцита, интенсивности реакций липопереокисления  во фрак�

циях и изменении их структурных характеристик (доли фракций,

отношения белок/ДНК, интенсивности встраивания флуоресце�

нтных зондов в ДНК, белки и липиды). По сравнению с другим

представителем хлоралканов — тетрахлорметаном   интенсивность

генотоксического действия 1,2�дихлорэтана выражена в меньшей

степени.

Yu. I. Gubskiy, E. L. Levitsky, G. G. Goryushko, A. V.
Matvienko, L. P. Babenko, O. V. Zadorina, O.M. Marchenko

MECHANISMS OF TOXIC ACTION (NECROSIS,
APOPTOSIS) OF CHLORALKANES ON THE LIVER

CELLS NUCLEAR CHROMATIN. II.
DICHLOROETHANE

On the basis of row of biochemical, biophysical and morphological

methods the presence of apoptotic mechanism of genotoxic action of rep�

resentative of chloralkanes — 1,2�dichloroethane — on fractions of tran�

scriptionally active and repressed chromatin of liver of rats is set. It finds

the reflection in a presence on condition of poisoning of animals this poi�

son of a number of morphological and biochemical signs, characteristic

for this type of the genetically programmed necrocytosis: enhanced con�

densation of nuclear chromatin, which shows up in his localization as

lumps on periphery of nuclear membrane of hepatocytes, intensity of

reactions of lipoperoxidation  in fractions and the change of their struc�

tural descriptions (stakes of fractions, relation of protein/DNA, intensity

of building of fluorescent probes in DNA, proteins and lipids). As com�

pared to other before studied representative of cloroalkanes — tetra�

chloromethane — intensity of similar genotoxic action of 1, 2�

dicloroethane is expressed in less degree.
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являлися невеликі вузлики, які

складаються з лимфоїдно�гистоци�

тарних клітин. При цьому збільшу�

валася кількість апоптотично ура�

жених клітин (рис. 2). 

Таким чином, на основі проведе�

них морфо�гістохімічних дослід�

жень встановлено, що 1,2�ДХЕ, вве�

дений внутрішньоочеревинно щу�

рам у дозі 1 ЛД50, на протязі перших

24 год не викликає структурних,

некробіотичних та застійних явищ у

клітинах печінки. Дані гістохімічних

досліджень свідчать про наявність

осередкових змін метаболізму РНК. 

Отже, проведені дослідження ге�

нотоксичної дії 1,2�ДХЕ дозволили

виявити наявність, як і у випадку

ТХМ, апоптозу. Але при цьому його

інтенсивність була менша, ніж у ви�

падку ТХМ [1]. 

Рис. 2. Збільшення кількості гепатоцитів з конденсованим ядерним
хроматином у щура через 24 год після отруєння 1,2�ДХЕ у дозі 1 ЛД50. х 460
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