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Аннотация 

В работе исследовано влияние производных пиримидина (лекарственного препа-

рата Ксимедон и его конъюгата с L-аскорбиновой кислотой, проявляющих гепатопро-

текторную активность) на апоптоз клеток печени крыс на фоне воздействия гепатотокси-

ческого агента тетрахлорметана. Предпринята попытка определить, на какие маркеры 

апоптоза воздействуют исследуемые соединения – Ксимедон и его конъюгат с L-аскорби-

новой кислотой. Основным использованным методом был современный мультиплексный 

анализ маркеров раннего апоптоза Akt, BAD, BCL-2, p53, Active Caspase-8 Active и Caspase-

9 в гомогенатах печени крыс с применением системы MagPix (MerkMillipore, США). В ре-

зультате исследования выявлено, что Ксимедон и его производное с L-аскорбиновой 

кислотой проявляют антиапоптозный эффект, приводя к существенному снижению 

количества маркеров раннего апоптоза BAD, Active Caspase-9, а также что производное 

с L-аскорбиновой кислотой уменьшает экспрессию p53. Более того, было показано, что 

под действием соединений происходит нормализация исследованных биохимических 

маркеров повреждения печени (трансаминаз, щелочной фосфатазы, билирубина, общего 

белка, альбумина) и повышение уровня глюкозы в сыворотке крови крыс на фоне острого 

токсического повреждения печени четыреххлористым углеродом. Полученные результаты 

имеют как теоретическую ценность – раскрывают механизмы действия производных пи-

римидина, так и практическую, связанную с возможностью создания эффективного пре-

парата с гепатопротекторной активностью.  

Ключевые слова: производные пиримидина, Ксимедон, апоптоз, четыреххлористый 

углерод, токсическое повреждение печени 

 

Введение 

Печень в организме играет ключевую роль в детоксикации экзогенных и эн-

догенных токсичных веществ. Несвоевременно начатое лечение легких форм 

патологий печени, вызванных действием гепатотоксических веществ, может при-

вести к более серьезным, вплоть до некротических повреждений [1]. Объектом 

настоящего исследования были лекарственный препарат  на  основе  производного  
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Рис. 1. Структурная формула исследуемых соединений: 1 – Ксимедон; 2 – конъюгат Кси-

медона с L-аскорбиновой кислотой 

пиримидина Ксимедон (соединение 1) и его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой 

(соединение 2). Структурная формула этих соединений представлена на рис. 1. 

Ксимедон (1,2-дигидро-4,6-диметил-1-(2-гидроксиэтил)-пиримидин-2-он) – 

оригинальное российское лекарственное соединение, стимулятор регенерации 

тканей. Химическое соединение было синтезировано в Институте органической и 

физической химии им. А.Е. Арбузова в 1966 г. Оно обладает широким спектром 

действия, включая мембраностабилизирующее, регенерирующее, иммуномодули-

рующее и т. д. [2]. 

Ранее были получены данные, которые показали, что конъюгирование Ксиме-

дона с некоторыми биологически активными кислотами приводит к усилению 

протекторного действия самой молекулы Ксимедона [3–9]. 

В результате поисковых исследований было выяснено, что конъюгат Кси-

медона с L-аскорбиновой кислотой в отличие от прочих исследованных конъюга-

тов обладает более выраженным и стабильным гепатопротекторным эффектом. In 

vivo было показано, что соединение 2 способствует уменьшению проявления мор-

фологических признаков повреждения печени, индуцированных четыреххлори-

стым углеродом [10]. Было также выявлено, что соединение 2 способствует нор-

мализации биохимических маркеров повреждения тканей печени в крови живот-

ных на фоне воздействия четыреххлористого углерода [10]. Более того, для 

конъюгата Ксимедона с L-аскорбиновой кислотой показан более выраженный 

гепатопротекторный эффект, чем для препарата сравнения – Тиотриазолина [10]. 

Таким образом, с учетом того факта, что нам известен гепатопротекторный 

потенциал конъюгата Ксимедона с L-аскорбиновой кислотой, в настоящей работе 

предпринята попытка установить механизм, по которому осуществляется протек-

торный эффект изучаемого конъюгата. Цель настоящего исследования – изучить 

влияние лекарственного препарата Ксимедон и его конъюгата с L-аскорбиновой 

кислотой, проявляющих гепатопротекторную активность, на апоптоз клеток пече-

ни крыс на фоне воздействия гепатотоксического агента тетрахлорметана.  

1. Материалы и методы 

1.1. Синтез исследуемых соединений. Ксимедон (1,2-дигидро-4,6-диметил-1-

(2-гидроксиэтил)-пиримидин-2-он) и его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой 

были синтезированы по ранее описанным в [4, 11] методам из 2-дигидро-4,6-

диметилпиримидин-2-она и 2-хлорэтанола. 
 

1.2. Дизайн эксперимента на лабораторных животных. Эксперименты 

проводили на взрослых самцах крыс линии Wistar массой тела 300–350 г, полу-

ченных из НПП «Питомник лабораторных животных ФИБХ РАН» (г. Пущино). 
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Животных содержали в соответствии с положениями руководства доклинических 

испытаний [12] и руководства Европейского комитета по содержанию и уходу 

за животными, используемыми для экспериментов и других исследовательских 

целей (Commission recommendation of 18 June 2007 on guidelines for the accom-

modation and care of animals used for experimental and other scientific purposes, 

2007/526/EC), в стандартных условиях вивария с 12-часовым световым днем 

и неограниченным доступом к еде и воде. Животных кормили комплексным 

кормом, изготовленным по ТУ 9296-002-70941247-2005 (белок 22%, клетчатка 

не более 4%, жир не более 5%, зола не более 9%, влажность не более 13.5%, 

калорийность 295 ккал на 100 г). Все исследования и протоколы по работе 

с животными были одобрены локальным этическим комитетом Казанского (При-

волжского) федерального университета (протокол № 4 от 18 мая 2017 г.). 

Всего в эксперименте участвовало 24 животных (по 6 в каждой из 4 экспери-

ментальных групп). Схема эксперимента выглядела следующим образом: введение 

CCl4 в течение 3 дней, затем введение препаратов в течение 6 дней (всего 9 дней). 

Забор материала (кровь для биохимических исследований, образцы печени) осу-

ществляли на следующий день после последнего введения CCl4 (4-й день с начала 

эксперимента), спустя 3 дня после прекращения введения CCl4 и 3 дня введения 

препаратов (7-й день эксперимента) и спустя 6 дней после прекращения введе-

ния CCl4 и 6 дней введения препаратов (10-й день эксперимента), при эвтаназии 

животных. 

Четыреххлористый углерод вводили перорально в виде 35%-ного масляно-

го раствора, в дозе 1.5 мг/кг. Исследуемые соединения 1 и 2 вводили внутри-

брюшинно в дозах 0.24 и 0.5 мг/кг. Растворы препаратов готовились каждый 

день непосредственно перед введением животным. 

Сыворотку крови готовили путем двукратного центрифугирования крови при 

3000 об./мин и температуре +4 °C. Хранение сыворотки до анализа осуществляли 

в морозильной камере при температуре –25 °C. Биохимические показатели иссле-

дованы на автоматическом биохимическом анализаторе АРД 200 («АРД», Россия) 

с помощью набора реагентов для клинической биохимии (Chronolab, Швейцария). 
 

1.3. Гистологические исследования. Гистологическую проводку, приготов-

ление парафиновых срезов, окрашивание гематоксилином Гарриса (BioVitrum, 

Россия), спиртовым эозином (BioVitrum, Россия) осуществляли по стандартным 

протоколам, более подробно описанным в работах [4–9]. Приготовление замо-

роженных срезов и окрашивание их суданом 4 (BioVitrum, Россия) также выпол-

няли по стандартным протоколам. 
 

1.4. Исследование молекулярных маркеров апоптоза. Маркеры были 

изучены в лизатах печени крыс согласно протоколу к набору Early Apoptosis 

Magnetic Bead Kit (MilliporeSigma, США) с измерением показателей на приборе 

MagPix (MerkMillipore, США). 

Для исследования маркеров апоптоза предварительно проводили лизирова-

ние 50 мг образцов ткани печени, отобранных у животных во время эвтаназии, 

согласно инструкциям к набору “MicroRotofor Lysis Kit” (“BioRad”, США), с до-

бавлением ингибиторов протеаз “Protease Inhibitor Cocktail” (“Sigma-Aldrich”, 
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США). Далее выполняли выравнивание всех образцов по концентрации общего 

белка до 100 мкг/мл посредством измерения концентрации белка в образцах ме-

тодом Брэдфорда с использованием набора Quick Start Bradford Protein Assay Kit 

(BioRad, США) и микропланшетного спектрофотометра Epoch (BioTech, США). 

Для построения калибровочного графика использовали бычий сывороточный аль-

бумин (Amresco, США).  
 

1.5. Статистическая обработка. Полученные экспериментальные данные 

были статистически обработаны. На рисунках представлены средние значения 

для каждого стандартного параметра и стандартные ошибки. В случае нор-

мального распределения проводили дисперсионный анализ ANNOVA (при ра-

венстве дисперсий) либо тест Уэлча (при неравенстве дисперсий). При выявле-

нии различий между группами проводили их сравнение с помощью апостери-

орных тестов Тьюки HSD (при равенстве дисперсий) и теста Гэймса – Хоуэлла 

(при неравенстве дисперсий). Равенство дисперсий проверяли с помощью теста 

Левена. В случае отклонения распределения от нормального проводили тест 

Краскала – Уоллиса. При выявлении различий между группами использовали 

тест Манна – Уитни с поправкой на множественные сравнения. Новый уровень 

критической значимости рассчитывали по формулам [13] 

* 1/
1 0.95 ,

n
p    

0.5 ( 1),n N N   

где p* – новый уровень значимости, n – количество производимых сравнений, 

N – количество изучаемых групп. 

В случае нахождения отличий на рисунках показаны вычисленные уровни 

значимости р для использованного в данном случае теста. 

Статистическая обработка выполнена в программе SPSS 22.0. Визуализация 

данных осуществлена с помощью Origin Lab 2018, обработка рисунков выполнена 

в Adobe Photoshop 18.00. 

2. Результаты 

2.1. Оценка клинического состояния животных. После трехдневного кур-

са введения CCl4 у животных наблюдается картина острого токсического повре-

ждения печени, подтвержденная на гистологических срезах, где были заметны 

очаги стеатоза, дистрофии гепатоцитов и некротических изменений (рис. 2). 

На фоне введения соединений 1 и 2 изменения активности аминотрансфераз 

не носят такого выраженного характера, как это было в контрольной группе. Так, 

активность аланинаминотрансферазы (АлАТ) при введении соединений 1 и 2 на 

7-й и 10-й день снизилась менее значительно относительно показателей интактных 

животных, достоверных отличий от интактной группы обнаружено не было, в от-

личие от контрольной группы, где наблюдалось достоверное снижение АлАТ по 

сравнению с интактной группой на 4-й (р = 0.000, тест Тьюки HDS), 7-й (p = 0.028, 

тест Тьюки HDS) и 10-й день (р = 0.000, тест Тьюки HDS). Однако статистически 

достоверных различий между контрольной и опытными группами в соответствую-

щие дни исследований не наблюдалось (рис. 3. б). Активность аспартатаминотранс-

феразы (АсАТ) на фоне введения  соединений  1 и 2  практически  не  отличалась  
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Рис. 2. Микрофотографии срезов печени крыс после трехдневного воздействия CCl4: а – 

окраска гематоксилином и эозином (1 – гидропическая дистрофия, 2 – тельце Каунсиль-

мена, 3 – крупнокапельная жировая дистрофия, 4 – балонная дистрофия, 5 – мелкока-

пельная жировая дистрофия); б – окраска суданом 4 (оранжевый цвет – капли жира) 

 

Рис. 3. Влияние соединений 1 и 2 на маркеры цитолиза клеток: а) активность аспартатами-

нотрансферазы (АсАТ); б) активность аланинаминотрансферазы (АлАТ). 1 – отличия от 

интактной группы; 2 – отличия от контрольной группы того же дня. Уровни значимости p 

определены в тестах Тьюки HDS и Геймса – Хоуэлла 

от референсных значений интактной группы животных. На фоне применения 

соединения 1 и 2 на 10-й день эксперимента активность АсАТ была статистически 

достоверно выше по сравнению с контрольной группой (р = 0.003 и р = 0.038, 

тест Геймса – Хоуэлла), в которой было выявлено достоверное снижение данного 

показателя (р = 0.000, тест Геймса – Хоуэлла) (рис. 3, а). 

Под действием CCl4 в контрольной группе в динамике наблюдения выявлено 

снижение активности щелочной фосфатазы (ЩФ), концентраций билирубина 

общего и его фракций (конъюгированного и неконъюгированного билирубина) 

на 7-й и 10-й день опыта (рис. 4). В опытных группах на 10-й день по сравнению 

с интактной группой уровни ЩФ, билирубина общего и его фракций не претер-

певали значительных изменений. При использовании соединений 1 и 2 по сравне-

нию с контрольной группой отмечено достоверное повышение концентрации об-

щего билирубина на 10-й день эксперимента (р = 0.000 и р = 0.000, тест Геймса – 

Хоуэлла) (рис. 4, б). 

При использовании соединений 1 и 2 на фоне токсических CCl4-индуциро-

ванных повреждений наблюдалось менее выраженное по сравнению с контроль-

ной группой снижение концентрации общего белка и альбумина. На 10-й день 

опыта при использовании соединений 1 и 2 было отмечено статистически досто-

верное повышение количества общего белка (р = 0.045 и р = 0.049, тест Тьюки 

HDS) и альбумина (р = 0.000 и р = 0.000, тест Геймса – Хоуэлла) по сравнению 

с контрольной группой (рис. 5, а, б). 

а б 

а) б) 
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Рис. 4. Влияние соединений 1 и 2 на маркеры желчевыведения и выведения билирубина: 

а) активность щелочной фосфатазы (ЩФ); б) концентрация общего билирубина; в) концен-

трация неконъюгированного билирубина; г) концентрация конъюгированного билирубина. 

1 – отличия от интактной группы; 2 – отличия от контрольной группы того же дня; 3 – от-

личия контрольных показателей на 4-й день от контрольных показателей на 10-й день. 

Уровни значимости p определены в тестах Тьюки HDS и Геймса – Хоуэлла 

 

Рис. 5. Влияние соединений 1 и 2 на маркеры белкового обмена и глюкозу: а) концентра-

ция альбумина; б) концентрация общего белка; в) концентрация глюкозы. 1 – отличия 

от интактной группы; 2 – отличия от контрольной группы того же дня. Уровни значи-

мости p определены в тестах Тьюки HDS и Геймса – Хоуэлла 

На фоне воздействия CCl4 в контрольной группе к 10-му дню эксперимента 

наблюдается снижение концентрации глюкозы (р = 0.037, тест Геймса – Хоуэлла). 

При использовании соединений 1 и 2 подобного снижения не зафиксировано: кон-

центрация глюкозы остается достоверно выше контроля (р = 0.025 и p = 0.005, тест 

Геймса – Хоуэлла) (рис. 5, в). 

а) б) 

в) г) 

а) б) 

в) 
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Рис. 6. Влияние соединений 1 и 2 на среднюю интенсивность флуоресценции (MFI) марке-

ров раннего апоптоза: а) MFI BAD; б) MFI BCL-2; в) MFI Akt. 1 – отличия от интактной 

группы; 2 – отличия от контрольной группы того же дня. Уровни значимости p опреде-

лены в тесте Манна – Уитни; критический уровень значимости р
*
 = 0.002 

2.2. Молекулярные маркеры раннего апоптоза. Изучение маркеров ран-

него апоптоза лизатов печени позволило нам увидеть, каким образом трехднев-

ное введение CCl4 способствует возникновению такой тенденции, как увеличе-

ние MFI (Mean intensity of fluorescence – средняя интенсивность флуоресценции) 

проапоптотического белка BAD семейства BCL на 7-й и 10-й день эксперимента 

по сравнению с интактной группой (р = 0.011 и р = 0.021, тест Манна – Уитни) 

(рис. 6, а). В свою очередь, введение соединений 1 и 2 способствовало снижению 

MFI данного маркера раннего апоптоза. Так, соединение 1 на 7-й день экспери-

мента не оказало на обозначенный маркер значительного эффекта (рис. 6, а). 

Только на 10-й день эксперимента происходит снижение MFI BAD-белка в группе 

животных, которых лечили соединением 1 по сравнению с его содержанием в ин-

тактной группе животных (р = 0.000, тест Манна – Уитни) , а также с аналогичны-

ми показателями в контрольной группе (р = 0.000, тест Манна – Уитни) (рис. 6, а). 

При использовании соединения 2 снижение MFI BAD-белка по отношению к кон-

тролю отмечено как на 7-й день эксперимента (р = 0.005, тест Манна – Уитни), так 

и на 10-й (р = 0.003, тест Манна – Уитни) (рис. 6, а). Рассматривая антиапоптоти-

ческие маркеры BCL-2 и Akt в настоящем исследовании, мы не можем говорить 

о каком-либо достоверном влиянии на них CCl4 и соединений 1 и 2, хотя оче-

видна тенденция к их повышению под влиянием CCl4 в контрольной группе и 

к снижению в опытных группах, особенно на 10-й день опыта (рис. 6, б, в).  

Трехдневное введение CCl4 приводило к постепенному увеличению MFI 

активированной каспазы 9 (CASP9) на 10-й день эксперимента (р = 0.006, тест 

Манна – Уитни) (рис. 7, а). Введение соединения 1 способствовало достоверно-

му уменьшению активации CASP9 на 10-й день эксперимента (р = 0.000, тест 

Манна – Уитни), а введение соединения 2 – как на 7-й, так и на 10-й день по 

сравнению с контрольной группой животных (р = 0.004 и р = 0.006, тест Манна –  

а) б) 

в) 
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Рис. 7. Влияние соединений 1 и 2 на среднюю интенсивность флуоресценции (MFI) акти-

вированных каспаз 9 и 8: а) MFI активированной каспазы 9 (CASP9); б) MFI активирован-

ной каспазы 8 (CASP8). 1 – отличия от интактной группы, 2 – отличия от контрольной 

группы того же дня. Уровни значимости p определены в тесте Манна – Уитни; критиче-

ский уровень значимости р
*
 = 0.002 

 

Рис. 8. Влияние соединений 1 и 2 на среднюю интенсивность флуоресценции MFI p53. 

2 – отличия от контрольной группы того же дня. Уровни значимости p определены в те-

сте Манна – Уитни; критический уровень значимости р
*
 = 0.002 

Уитни) (рис. 7, а). С другой стороны, введение CCl4 и препаратов не привело 

к существенному изменению MFI активированной каспазы 8 (CASP8) (рис. 7, б). 

Отмечена также тенденция к снижению MFI белка р53 при использовании 

соединения 2 относительно контроля на 7-й день исследования (рис. 8). 

3. Обсуждение  

Механизм действия самой молекулы Ксимедона предположительно связан 

с регуляцией активности аденилатциклазы (АЦ), так как имеются данные о том, 

что Ксимедон снижает активность данной сигнальной молекулы в иммуноком-

петентных клетках [14]. Если говорить о дальнейших последствиях активации 

или ингибирования АЦ, то стоит упомянуть, что существуют разные изоформы 

АЦ, регуляция которых опосредована G-белками [15]. Сама регуляция активности 

АЦ через субъединицы G-белка топоспецифична, то есть зависит от изоформы АЦ 

и типа клетки [15]. Активность АЦ связана с продуцированием в клетке цикличе-

ского аденозинмонофосфата (цАМФ) [16], который, в свою очередь, активирует 

в ней регуляторные процессы в зависимости от ее типа [17]. Например, имеют-

ся данные о том, что высокие концентрации цАМФ стимулируют пролифера-

цию эпителиальных клеток, гепатоцитов, адипоцитов и β-клеток поджелудоч-

ной железы [18]. Но в то же время высокая продукция цАМФ клетками фиб-

робластов, гладкомышечных, неопластических B-клеток, наоборот, подавляет 

пролиферацию этих клеток [18]. 

а) б) 
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После трехдневного курса введения CCl4 у животных наблюдается картина 

острого токсического повреждения печени, выраженного в изменении активности 

ферментов АсАТ и АлАТ. Резкое повышение АсАТ после курса введения токси-

канта может объясняться тем, что АсАТ, как и АлАТ, в клетках печени содер-

жится в больших количествах [19]. Наибольшая его активность наблюдается в ми-

тохондриях периферической зоны ацинуса [20]. Следовательно, остротоксическое 

повреждение клеток этой зоны будет вызывать более резкое повышение активно-

сти именно сывороточной АсАТ, нежели АлАТ [21]. Увеличение некротических 

повреждений на 4-й день опыта привело к возникновению нарушений выведения 

билирубина из крови, что может являться признаком желтухи [22, 23]. 

Резкое снижение (значительно ниже референсных значений) в контрольной 

группе трансаминаз АсАТ и АлАТ, а также ЩФ, общего билирубина и его 

фракций на 7-й и 10-й день опыта связано с уменьшением функциональной ак-

тивности гепатоцитов в результате токсического повреждения и/или с умень-

шением количества функционирующих гепатоцитов. Установлено [21], что пе-

риод полувыведения общего АсАТ из кровотока составляет около 17 ч и мито-

хондриального – 87 ч. Применение соединений Ксимедона и его конъюгата с L-

аскорбиновой кислотой привело к менее выраженным изменениям исследован-

ных показателей, что свидетельствует о меньших некротических и других пато-

логических повреждениях паренхимы печени, а также о повышении функцио-

нальной активности гепатоцитов.  

Отмеченное в нашем эксперименте снижение концентраций общего белка 

и альбумина на фоне воздействия токсиканта вполне логично, так как при по-

вреждениях паренхимы печени происходит снижение ее синтетической функции 

[24, 25]. Как следует из полученных нами данных, при использовании Ксимедона 

и его конъюгата с L-аскорбиновой кислотой наблюдается сохранение синтетиче-

ской функции печении либо интенсификация таковых процессов у неповре-

жденных гепатоцитов. Получены также данные, свидетельствующие о нормали-

зации концентрации глюкозы в крови под воздействием Ксимедона и его конъ-

югата с аскорбиновой кислотой на фоне повреждений, вызванных CCl4. 

В ходе исследования маркеров раннего апоптоза нами выявлено, что Кси-

медон (на 10-й день эксперимента) и его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой 

(на 7-й и 10-й день эксперимента) способствуют снижению MFI проапоптотиче-

ского белка BAD. Этот белок, содержащий только BH3, ингибирует антиапопто-

тические BCL-2 и BCL-xL и способствует активации BAX/BAK в ответ на апопто-

тические стимулы [26]. Это является свидетельством того, что данные соединения 

снижают инициацию апоптотических процессов в клетках, тем самым не только 

компенсируя воздействие CCl4, но и приводя к снижению экспрессии проапопто-

тического белка BAD ниже значений интактной группы животных. Однако в дан-

ном случае уменьшение MFI проапоптотического белка BAD не связано с MFI 

Akt, которая считается ингибитором апоптоза из-за ее способности инактиви-

ровать проапоптотические молекулы, включая каспазу-9 (CASP9) и белок BAD 

[27, 28]. Таким образом, снижение MFI BAD под воздействием Ксимедона и его 

конъюгата с L-аскорбиновой кислотой, скорее всего, связано не с его фосфорили-

рованием Akt, а с уменьшением экспрессии в клетке этого белка. Нами также не 

выявлено достоверного увеличения MFI антиапоптотического белка BCL-2. Этот 

https://doi.org/10.1016/S0065-2423(08)60362-5
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белок предотвращает апоптоз либо путем секвестирования проформ каспаз, вы-

зывающих гибель клетки, либо путем предотвращения высвобождения мито-

хондриальных апоптогенных факторов, таких как цитохром C и AIF (фактор, 

вызывающий апоптоз), в цитоплазму [29]. 

В проведенном эксперименте CCl4 способствовал активации преимущественно 

внутреннего пути апоптоза клеток печени, связанного с активацией CASP9 [30]. 

Отмеченное снижение интенсивности флюоресценции как белка BAD, так и ак-

тивированной каспазы-9 при введении Ксимедона на 10-й день эксперимента 

и конъюгата Ксимедона с L-аскорбиновой кислотой на 7-й и 10-й день экспери-

мента может быть свидетельством меньших повреждений митохондриальных 

мембран и меньшего выхода цитохрома C, запускающего активацию апоптоти-

ческих процессов [31]. 

Подобный антиапоптозный механизм действия молекулы Ксимедона пред-

положительно может быть связан с регуляцией АЦ [14] и увеличением продук-

ции цАМФ в гепатоцитах. Так, в имеющихся литературных данных представле-

ны свидетельства того, что цАМФ в гепатоцитах является антиапоптотической 

молекулой [32].  

Усиление антиапоптозных свойств конъюгата Ксимедона с L-аскорбиновой 

кислотой, проявляющееся в том, что эффект снижения маркеров апоптоза насту-

пает быстрее, во-первых, обусловлено высокой биодоступностью L-аскорбиновой 

кислоты для клеток, приводящей, вероятно, к повышению биодоступности и 

конъюгированной молекулы Ксимедона. Имеются исследования, показывающие, 

что поступление витамина С в организм опосредовано классом Na
+
-зависимых 

транспортеров, называемых SVCT (SVCT1 – в клетках кишечника, SVCT2 – 

в клетках других органов), а транспорт аскорбиновой кислоты – семейством GLUT 

переносчиков глюкозы [33]. Соответственно, конъюгация с витамином С является 

возможным инструментом для улучшения биодоступности и усвоения лекарств 

[34, 35]. Во-вторых, существуют данные о том, что L-аскорбиновая кислота может 

действовать синергично с другими веществами. Например, аскорбиновая кислота 

совместно с фенилэфрином и метапротеренолом может усиливать синтез и проли-

ферацию ДНК первичной культуры гепатоцитов [36], тогда как сами фенилэфрин 

и метапротеренол не ускоряют синтез и пролиферацию ДНК первичной культуры 

гепатоцитов [39]. Кроме того, показано, что L-аскорбиновая кислота сама по себе 

способна ускорять регенерацию ткани печени крыс [37]. 

Заключение 

Показано, что Ксимедон и его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой на фоне 

повреждений, вызванных трехдневным введением CCl4, способствуют сохране-

нию функций и повышению активности клеток печени, что проявляется в норма-

лизации исследованных биохимических показателей: трансаминаз, щелочной 

фосфатазы, билирубина, белка, альбумина, в повышении уровня глюкозы.  

Кроме того, Ксимедон и его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой в усло-

виях токсического повреждения печени CCl4 проявляют антиапоптозный меха-

низм действия, приводя к достоверному снижению в ткани печени крыс экспрес-

сии проапоптотических маркеров BAD и CASP9.  
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Для конъюгата Ксимедона с L-аскорбиновой кислотой выявлено более быст-

рое проявление антиапоптозного эффекта по сравнению с Ксимедоном и воздей-

ствие на большее число маркеров раннего апоптоза (включая CASP9, BAD, p53), 

что указывает на более высокую эффективность конъюгата. 
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Abstract 

This study investigates the effect of pyrimidine derivatives (Xymedon and its conjugate with L-ascorbic 

acid, both exhibiting hepatoprotective activity) on the apoptosis of rat liver cells against the background of 

exposure to carbon tetrachloride as a hepatotoxic agent. The characteristic markers of apoptosis affected 

by the considered compounds were identified. Modern multiplex analysis of the early apoptosis markers Akt, 

BAD, BCL-2, p53, Active Caspase-8, and Active Caspase-9 in rat liver homogenates using the MagPix 
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system (MerkMillipore, USA) was selected as the main research method. The results obtained show that 

Xymedon and its derivative with L-ascorbic acid exert an anti-apoptotic effect by causing a significant 

decrease in the number of the early apoptosis markers BAD and Active Caspase-9. The derivative with 

L-ascorbic acid was also found to reduce p53 expression. Moreover, it was revealed that the studied 

pyrimidine derivatives normalize the biochemical markers of liver damage (transaminases, alkaline 

phosphatase, bilirubin, total protein, and albumin) and increase the level of glucose in the blood serum 

of rats against the background of acute toxic damage to the liver by carbon tetrachloride. Our findings are 

of the utmost theoretical and practical relevance for better understanding the mechanisms of the action of 

pyrimidine derivatives and for developing a highly effective hepatoprotective drug. 

Keywords: pyrimidine derivatives, Xymedon, apoptosis, carbon tetrachloride, toxic liver damage 
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Figure Captions 

Fig. 1. Structural formula of the studied compounds: 1 – Xymedon; 2 – conjugate of Xymedon with     

L-ascorbic acid. 

Fig. 2. Microphotographs of the rat liver sections after a three-day exposure to CCl4: a – hematoxylin 

and eosin staining (1 – hydropic degeneration, 2 – Councilman body, 3 – macrovesicular adipose 

degeneration, 4 – balloon degeneration, 5 – microvesicular adipose degeneration); b) Sudan IV 

staining (orange drops are lipids). 

Fig. 3. Effect of compounds 1 and 2 on the markers of cell cytolysis: a) aspartate aminotransferase 

(AST) activity; b) alanine aminotransferase (ALT) activity. 1 – differences from the intact group; 

2 – differences from the control group on the same day. Levels of significance p determined using 

Tukey’s HDS and Games-Howell tests. 

Fig. 4. Effect of compounds 1 and 2 on the bile and bilirubin excretion markers: a) alkaline phosphatase 

(AP) activity; b) concentration of total bilirubin; c) concentration of unconjugated bilirubin; 

d) concentration of conjugated bilirubin. 1 – differences from the intact group; 2 – differences from 

the control group on the same day; 3 – differences between the control group on day 4 and the con-

trol group on day 10. Levels of significance p determined using Tukey’s HDS and Games-Howell 

tests. 

Fig. 5. Effect of compounds 1 and 2 on the markers of protein metabolism and glucose: a) albumin con-

centration; b) total protein concentration; c) glucose concentration. 1 – differences from the intact 

group; 2 – differences from the control group on the same day. Levels of significance p determined 

using Tukey’s HDS and Games-Howell tests. 

Fig. 6. The effect of compounds 1 and 2 on the mean fluorescence intensity (MFI) of the markers of 

early apoptosis: a) MFI BAD; b) MFI BCL-2; c) MFI Akt. 1 – differences from the intact group; 

2 – differences from the control group on the same day. Levels of significance p determined using 

Mann-Whitney test; critical level of significance р* = 0.002. 

Fig. 7. Effect of compounds 1 and 2 on the mean fluorescence intensity (MFI) of activated caspases 

9 and 8: a) MFI-activated caspase 9 (CASP9); b) MFI-activated caspase 8 (CASP8). 1 – differences 

from the intact group, 2 – differences from the control group on the same day. Levels of signifi-

cance p determined using Mann-Whitney test; critical level of significance р* = 0.002. 

Fig. 8. Effect of compounds 1 and 2 on the mean fluorescence intensity (MFI) of p53. 1 – differences 

from the intact group, 2 – differences from the control group on the same day. Levels of signifi-

cance p determined using Mann-Whitney test; critical level of significance р* = 0.002. 
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