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В ряду производных пиримидина синтезирован солеподобный конъюгат ксимедона 
с пара-аминобензойной кислотой и изучены его гепатопротекторные свойства. В экс-
периментах in vitro показано, что исследованное соединение проявляет цитопротектор-
ный эффект в концентрации 25 мкмоль•л–1, приводя к повышению жизнеспособности 
клеток нормальных гепатоцитов человека линии Chang Liver на фоне воздействия ток-
сиканта d-галактозамина в 2.1 раза. Цитотоксичность соединения (IC50) составляет 
20.7 ммоль•л–1. В экспериментах in vivo, выполненных по терапевтической схеме 
на модели CCl4-индуцированного токсического гепатита, получены данные, свидетель-
ствующие о проявлении гепатопротекторного эффекта, в наибольшей степени выражен-
ного на ранних сроках терапии. Выявлена способность конъюгата оказывать репаратив-
ный и протекторный эффекты, так как площадь деструктивно-дегенеративных  
и некротических повреждений, выявляемых на срезах, окрашенных гематоксилином  
и эозином, на третий день внутрибрюшинного введения исследованного соединения  
в дозе 0.7 мг•кг–1 снизилась в 1.5 раза. Области детекции липидных включений на за-
мороженных срезах, окрашенных суданом черным, на третьи сутки при дозе соединения 
1.7 мг•кг–1 снизились в четыре раза, на седьмые сутки при дозе 0.7 мг•кг–1 — в 3.2 раза 
по сравнению с контрольной группой животных, которой в качестве терапевтического 
воздействия вводили физиологический раствор. По биохимическим показателям при 
терапии животных конъюгатом отмечен положительный эффект на секреторную и син-
тетическую функции печени, обмен билирубина, а также на метаболизм железа и магния.

Ключевые слова: пиримидин, конъюгаты, гепатопротекторы, токсическое поврежде-
ние печени, гепатоциты.

Учитывая повышение техногенной нагрузки в со-
временном мире, а также частое применение среди 
населения различных лекарственных препаратов, все 
большую значимость приобретают заболевания пече-
ни вследствие воздействия токсикантов1. По данным 
Всемирной организации здравоохранения, на 2015 г. 
зарегистрированы около 2 млрд человек с различными 
заболеваниями печени. Поэтому изучение и поиск 
потенциальных гепатопротекторов является одной  
из важнейших задач современного мира.

Ксимедон (1,2-дигидро-4,6-диметил-1-(2-гидр-
оксиэтил)пиримидин-2-он) (1) — это оригинальное 
отечественное лекарственное средство, созданное  
на базе Института органической и физической химии 
им. А. Е. Арбузова в 1966 г. Он  относится к препара-

там с широким спектром действия и оказывает мем-
браностабилизирующий, регенераторный, иммуно-
стимулирующий и другие эффекты2,3. Нами было 
показано, что ксимедон и его производные обладают 
гепатопротекторными, антиоксидантными, нейро-
протекторными и другими свойствами4—8. 

В настоящее время проводятся исследования  
по созданию фармацевтических сокристаллов и конъ-
югатов, что позволяет улучшить биодоступность ле-
карственных молекул9,10 в результате увеличения 

*  По материалам IV Междисциплинарного симпозиума  
по медицинской, органической, биологической химии  
и фармацевтике (МОБИ-ХимФарма 2018) (23—26 сентября 
2018 г., пос. Новый Свет, Крым).
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скорости растворения лекарств, а также проявления 
дополнительных биологических свойств11—13. Кроме 
того, создание конъюгатов используется как перспек-
тивный подход в разработке способов направленной 
доставки лекарств к биомишеням, в том числе к клет-
кам печени14. В связи с этим на протяжении послед-
них нескольких лет нами выполняются работы  
по получению и исследованию биологических свойств 
солеподобных конъюгатов 1 с биогенными кислотами, 
которые в твердом (нерастворенном виде) представ-
ляют собой сокристаллы.

Выбор пара-аминобензойной кислоты для синтеза 
конъюгата обусловлен ее пролиферативными, анти-
коагуляционными, антиоксидантными и другими 
свойствами15—17. Создание конъюгата проводилось 
с целью улучшения биодоступности и придания новых 
биологических свойств уже известному препарату 
ксимедон18. По своей химической структуре конъюгат 
2, образованный соединением 1 и пара-аминобензой-
ной кислотой, является сокристаллом в молярном 
соотношении пара-аминобензойная кислота : 1 = 1 : 1.

Для конъюгата 2 показана способность стимули-
ровать регенерацию нервной ткани спинного мозга 
при контузионной травме19. В работах5,7 приведены 
полученные нами ранее результаты первичной оценки 
гепатопротекторных свойств соединения 2, согласно 
которым это соединение обладает гепатопротектор-
ными свойствами, проявляющимися в снижении 
активности маркера цитолиза аланинаминотрансфе-
разы (АЛТ) и концентрации билирубина на модели 
CCl4-индуцированного токсического гепатита у крыс 
при профилактической схеме введения. 

Для получения полных научных данных о гепато-
протекторных свойствах соединения 2 в настоящей 
работе было проведено углубленное исследование его 
эффективности при токсическом CCl4-индуцирован-
ном гепатите при терапевтической схеме введения. 

Цель данной работы — изучение гепатопротектор-
ных свойств конъюгата ксимедона с пара-амино-
бензойной кислотой (2) в исследованиях in vitro 
на клеточной линии Chang Liver и на крысах in vivo при 
терапии токсического повреждения печени.

Обсуждение полученных результатов

Цитотоксичность и цитопротекторный эффект конъ-
югата 2 в экспериментах in vitro. В результате проведе-
ния серии экспериментов на клеточной линии нор-
мальных гепатоцитов человека Chang Liver определена 
полумаксимальная ингибирующая доза (IC50) соеди-
нения 2, составляющая 20.7 ммоль•л–1, или 6.3 г•л–1, 

для клеток этой линии. Исследован также цитопро-
текторный эффект соединения 2 на фоне индукции 
повреждений клеток линии Chang Liver d-галактоз-
амином (d-ГЛА) в концентрации 150 ммоль•л–1. 
Результаты исследований представлены на рисунке 1.

Из полученных данных следует, что соединение 2 
в концентрации 25 мкмоль•л–1 проявляет цитопро-
текторный эффект. Количество жизнеспособных 
клеток в этой группе по сравнению с контрольной 
группой, подвергнутой аналогичному воздействию 
d-ГЛА, увеличилось примерно в два раза.

Влияние соединения 2 на динамику изменения мас-
сового коэффициента печени крыс при токсическом 
CCl4-индуцированном гепатите. В ходе эксперимента, 
в динамике наблюдений в течение 21 сут терапии со-
единением 2, была измерена масса печени и определен 
ее массовый коэффициент. Результаты представлены 
на рисунке 2.
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Рис. 1. Цитопротекторный эффект соединения 2 на фоне 
токсического повреждения d-ГЛА клеток линии Chang Liver: 
1—4 — 150 ммоль•л–1 d-ГЛА; концентрация 2 — 50 (1), 25 
(2) и 12.5 мкмоль•л–1 (3), 4 — контроль; 5 — интактные 
клетки. Здесь и на рисунках 3 и 4 звездочкой отмечено ста-
тистически достоверное отличие от показателей контроль-
ной группы клеток (тест Манна—Уитни, р < 0.05).
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Рис. 2. Динамика изменения массового коэффициента пе-
чени (МКП): 1 — контроль, 2 и 3 — введение 2 в дозе 0.7 
и 1.7 мг•кг–1 соответственно. Здесь и на рисунках 5—8 звез-
дочкой отмечены статистически достоверные различия  
с контрольной группой (p < 0.05, t-тест); звездочкой в скоб-
ках — то же между контрольной и референсной (интактной) 
группой. 
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Вследствие гепатотоксического воздействия CCl4 
в результате его 5-дневного перорального введения 
через один день выявлено повышение массового ко-
эффициента печени (МКП) в сравнении с референс-
ными значениями интактных животных («нулевой» 
день). На седьмые сутки и в последующие дни после 
последнего введения CCl4 в контрольной группе от-
мечено постепенное восстановление (снижение) 
данного показателя в течение 21 сут. Однако восста-
новление МКП в контрольной группе было не полным 
и на 21-е сутки наблюдения коэффициент оставался 
повышенным, превышая соответствующие показате-
ли интактных животных на 16.7%. Данные различия 
были статистически достоверными (p < 0.05, 
t-тест). 

При введении крысам соединения 2 в дозе 
0.7 мг•кг–1 статистически достоверное снижение 
массы печени относительно контроля наступило  
на 11-е сутки (статистически достоверные отличия  
от контроля по t-тесту, p < 0.05), однако на 21-е сутки 
различия с контролем не наблюдали (см. рис. 2).

Введение конъюгата 2 в дозе 1.7 мг•кг–1 не при-
вело к нормализации данного показателя. На 7-е, 11-е 
и 21-е сутки в данной группе наблюдалось увеличение 
МКП по сравнению с контрольной группой живот-
ных, которым в качестве терапевтического воздей-
ствия вводили физиологический раствор, при этом  
на 11-е и 21-е сутки повышение было статистически 
достоверным (p < 0.05, t-тест), т.е. увеличение дозы 
соединения 2 привело к снижению его гепатопротек-
торной активности.

Влияние соединения 2 на патоморфологические из-
менения печеночной ткани на фоне повреждений, вы-
званных CCl4. В ходе эксперимента на срезах, окра-
шенных гематоксилином и эозином, были проведены 
подсчеты площадей повреждений печеночной ткани. 
Результаты представлены на рисунке 3. 

Показано, что на третьи сутки после последнего 
введения CCl4 (третьи сутки введения препаратов) 
на гистологических срезах ткани печени, окрашенных 
гематоксилином и эозином, выявляются существен-
ные повреждения ткани, которые составляют 92.2%. 

В свою очередь, введение животным соединения 2 
в дозе 0.7 мг•кг–1 способствовало протекторному 
эффекту, поскольку на третьи сутки площадь повреж-
денной ткани составила 59.8% (статистически досто-
верные отличия от контроля по t-тесту, p < 0.05). При 
использовании соединения 2 в дозе 1.7 мг•кг–1 
на третьи сутки введения положительный эффект  
не наблюдали. На 7-е, 11-е и 21-е сутки при использо-
вании соединения 2 в дозах 0.7 и 1.7 мг•кг–1 статисти-
чески достоверного снижения площадей повреждений 
ткани печени также не наблюдали.

Для некоторых групп животных были приготовле-
ны замороженные срезы тканей, которые затем были 
окрашены суданом черным для выявления липидных 
включений (ЛВ) в гепатоцитах. Результаты представ-
лены на рисунке 4. 

Как следует из рисунка 4, на третьи сутки соедине-
ние 2 (на фоне CCl4-индуцированных повреждений) 
в дозе 1.7 мг•кг–1 способствует существенному сни-
жению накопления липидов в гепатоцитах (на третьи 
сутки введения площадь выявления гепатоцитов  
с повышенными жировыми включениями в четыре 
раза меньше, чем в контрольной группе). На седьмые 
сутки снижение площадей выявления липидов в пе-
чени под действием соединения 2 в дозе 0.7 мг•кг–1 
было втрое меньше, чем в контрольной группе, одна-
ко в группе, которой вводили вещество в дозе  
1.7 мг•кг–1, снижение было не столь существенным. 
На 11-е сутки снижение площадей выявления липидов 
в печени в группе, которой вводили 2 в дозе 
0.7 мг•кг–1, было вдвое меньше, чем в контрольной, 
но различия между этими группами были недостовер-
ными, а на 21-е сутки показатели были одинаковыми 
в опытной и контрольной группах. 

Если сопоставить результаты, полученные при 
анализе срезов, окрашенных гематоксилином и эози-
ном, с результатами анализа замороженных срезов, 
окрашенных суданом черным, можно заключить, что 
соединение 2 в большей степени способствует умень-
шению накопления липидов в гепатоцитах, чем сни-
жению некротических повреждений. Положительный 
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Рис. 3. Средние площади повреждений (S) ткани печени 
крыс после введения соединения 2 на фоне CCl4-индуци-
рованного гепатита: 1 — контроль, 2 и 3 — введение 2 в дозе 
0.7 и 1.7 мг•кг–1 соответственно. 
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Рис. 4. Количество липидных включений (ЛВ) после введе-
ния соединения 2 на фоне CCl4-индуцированных повреж-
дений: 1 — контроль, 2 и 3 — введение 2 в дозе 0.7 
и 1.7 мг•кг–1 соответственно.
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эффект был более выражен на ранних стадиях токси-
ческого повреждения печени CCl4 (на 3-и—11-е сутки).

Влияние соединения 2 на биохимические показатели 
крови крыс на фоне CCl4-индуцированного повреждения 
печени. Через 1 сут после последнего введения CCl4, 
т.е. после индукции токсического повреждения пече-
ни, у крыс были выявлены выраженные изменения 
биохимических показателей крови, характеризующие 
цитолиз гепатоцитов (повышение АЛТ в 8.2 раза, 
аспартатаминотрансферазы (АСТ) в 4.8 раза, сниже-
ние коэффициента де Ритиса в два раза), нарушение 
синтетической функции печени (снижение концен-
трации общего белка на 20%, альбумина на 25%, 
глобулинов на 11%, глюкозы на 32%, холестерина  
в 3.75 раза и активности холинэстеразы вдвое, а также 
снижение железа в 1.7 раза и магния вдвое (параме-
тров, характеризующих обмен минеральных веществ, 
регулирующих важные функции в организме и входя-
щих в состав специфических белков)). Все изменения 
биохимических маркеров, указанные выше, статисти-
чески достоверно отличались от нулевого дня экспе-
римента, т.е. от референсных значений интактных 
животных, по t-тесту (p < 0.05). В контрольной группе, 
которой вместо лечения вводили физиологический 
раствор, к 21-м суткам терапии (26-е сутки опыта) 
наблюдали восстановление до уровня нормы некото-
рых биохимических показателей — маркеров цитоли-
за (АЛТ, АСТ), с повышением коэффициента  
де Ритиса до 2.8±0.3 и некоторых маркеров синтети-
ческой функции (глобулинов, глюкозы). В то же время 

основная часть маркеров синтетической функции 
печени (общий белок, альбумин, сывороточное желе-
зо, холестерин, холинэстераза) в контрольной группе 
оставались пониженными до конца наблюдения. 
Повышения маркеров холестаза (щелочная фосфата-
за, γ-глутамилтрансфераза (ГГТ), билирубин общий) 
после введения CCl4 не наблюдалось. Начиная с 3-х 
суток терапии (8-е сутки опыта) в контрольной груп-
пе, наоборот, выявлено снижение щелочной фосфа-
тазы, ГГТ и общего билирубина, что связано с нару-
шением функциональной активности клеток печени. 
Уровень активности ГГТ на 21-е сутки терапии повы-
сился до 3.0 ЕД•л–1 (отличие от уровня интактных 
животных недостоверное). На 7-е сутки терапии (12-е 
сутки опыта) в контрольной группе наблюдалась нор-
мализация уровня общего билирубина, но при этом 
значительно снизилась концентрация фракции пря-
мого билирубина и повысилась концентрация токсич-
ной фракции непрямого билирубина, что говорит  
о нарушении билирубинового обмена, в частности,  
о способности гепатоцитов утилизировать и конъю-
гировать непрямой билирубин. Таким образом,  
в данном опыте развития холестаза в контрольной 
группе у животных не наблюдалось, но выявлено на-
рушение экскреторной функции гепатоцитов, связан-
ной с инактивацией непрямого билирубина.

На изменение маркеров цитолиза гепатоцитов,  
по сравнению с контрольной группой в соответствую-
щие дни эксперимента, существенного влияния со-
единения 2 не выявлено (рис. 5). Лишь на третьи 
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сутки эксперимента в группе, в которой вводили 2 
в дозе 1.7 мг•кг–1, коэффициент де Ритиса был достовер-
но ниже (t-тест, p < 0.05), чем в контроле (см. рис. 5, c).

Как следует из результатов исследования маркеров 
холестатических повреждений печени, соединение 2 
(в дозах 0.7 и 1.7 мг•кг–1) не оказало эффекта на ди-
намику изменения активностей ГГТ и щелочной 
фосфатазы, но привело к нормализации билирубино-
вого обмена, показатели которого приведены на ри-
сунке 6.

Из рисунка 6 видно, что в контрольной группе на 
третьи сутки лечения физиологическим раствором 

выявлено резкое снижение общего билирубина,  
а также фракций прямого и непрямого билирубина, 
что является признаком патологических нарушений  
в организме. На 7-е сутки терапии (12-е сутки опыта) 
в контрольной группе уровень общего билирубина 
нормализовался, однако концентрация прямого би-
лирубина оставалась значительно сниженной, а не-
прямого билирубина – повышенной по сравнению  
с показателями нормы. Такое изменение соотношения 
фракций билирубина является показателем наруше-
ния экскреторной функции гепатоцитов, или способ-
ности поглощать и связывать непрямой билирубин  
и выделять прямой билирубин. Полное восстановле-
ние показателей билирубинового обмена в контроль-
ной группе наблюдалось на 11-е сутки терапии (16-е 
сутки опыта).

При введении соединения 2, в отличие от кон-
трольной группы, снижение концентрации общего 
билирубина на третьи сутки терапии было менее вы-
раженным (при дозе 0.7 мг•кг–1 различия с контролем 
статистически достоверны при p < 0.05). В то же вре-
мя на 7-е сутки при введении соединения 2 в дозе 
0.7 мг•кг–1 общий билирубин был ниже контроля: 
1.7±0.3 и 2.5±0.1 ммоль•л–1 соответственно (p < 0.05) 
(см. рис. 6, a). По соотношению концентраций 
прямого (см. рис. 6, a) и непрямого билирубина (см. 
рис. 6, b) экскреторная функция гепатоцитов при ис-
пользовании соединения 2 в дозе 0.7 мг•кг–1 значи-
тельно улучшалась по сравнению с контрольной 
группой: на 7-е сутки терапии, когда в контрольной 
группе выявлялись наибольшие изменения, при вве-
дении соединения 2 в дозе 0.7 мг•кг–1 концентрации 
обеих фракций билирубина практически не отлича-
лись от уровня нормы (нулевой день эксперимента), 
но статистически достоверно (p < 0.05) отличались 
от соответствующих контрольных показателей (см. 
рис. 6, a, b). На 11-е и 21-е сутки по уровню прямого 
и непрямого билирубина отличий от контрольной 
группы не наблюдалось. При применении соединения 
2 в дозе 1.7 мг•кг–1 не выявлено влияния вещества 
на билирубиновый обмен и улучшения секреторной 
функции печени.

Как было сказано выше, после индукции токсиче-
ского повреждения печени наблюдалось снижение 
концентрации общего белка, а также его фракций — 
альбумина и глобулинов — и снижение активности 
сывороточной холинэстеразы. В период 21-дневного 
наблюдения во время терапевтического воздействия 
препаратами в контрольной группе уровни общего 
белка, альбумина и активности холинэстеразы оста-
вались пониженными (рис. 7, a, b, d), а концентрация 
глобулинов восстанавливалась на 11-е сутки (рис. 7, 
c). Применение соединения 2 привело к нормализа-
ции белкового обмена, а именно к восстановлению 
уровня общего белка, прежде всего за счет повышения 
фракции глобулинов (см. рис. 7, a, c). Динамика из-
менения концентрации альбумина и активность хо-
линэстеразы в группе животных, которым вводили 
соединение 2, незначительно отличалась от контроль-
ной группы (см. рис. 7, b, d).
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В динамике наблюдения в контрольной группе 
уровень глюкозы нормализовался к третьему дню 
терапии (рис. 8, a), а уровни холестерина, сывороточ-
ного железа и магния оставались пониженными (рис. 
8, b—d). По уровню глюкозы в группах животных, 
которым вводили соединение 2, статистически до-
стоверных различий с контрольной группой в соот-
ветствующие дни замеров не выявлено (см. рис. 8, a). 

Концентрация холестерина (см. рис. 8, b) при вве-
дении соединения 2 в дозах 0.7 и 1.7 мг•кг–1 на третьи 
сутки введения повышалась по сравнению с контро-
лем (t-тест, р < 0.05), однако оставалась ниже рефе-
ренсных значений, что свидетельствует о нормализа-
ции липидного обмена и синтеза желчных кислот.  
На седьмые сутки и на дальнейших сроках наблюдения 
уровень холестерина в опытных группах также сни-
жался и был на уровне контрольной группы. 

После курса введения тетрахлорметана наблюда-
лась гипоферремия, усиливающаяся в течение 21 сут 
наблюдения (см. рис. 8, c), что означает нарушение 
метаболизма геминовых белков в печени, так как же-
лезо в организме находится только в связанном  
с белками состоянии. На третьи сутки введения соеди-
нения 2 в дозах 0.7 и 1.7 мг•кг–1 и на 11-е сутки в дозе 
0.7 мг•кг–1 отмечено повышение содержания железа 
в сыворотке крови до уровня нормы, при этом раз-
личия с контрольной группой животных были стати-
стически достоверны (t-тест, р < 0.05). При введении 
соединения 2 в дозе 1.7 мг•кг–1 начиная с седьмых 
суток, а также в дозе 0.7 мг•кг–1 на 7-е и 21-е сутки 

терапии различий уровня железа с контрольной груп-
пой не было выявлено, и данный показатель был 
снижен по сравнению с нормативными интактными 
значениями.

Магний играет важную роль в обмене нуклеиновых 
кислот и нуклеотидов в клетках. Он активирует ДНК- 
и РНК-полимеразу, полинуклеотидазу, рибонуклеазу, 
дезоксирибонуклеазу и ряд других ферментов нуклеи-
нового обмена. В результате токсического воздействия 
CCl4 выявлено снижение содержания магния в сыво-
ротке крови (см. рис. 8, d), прогрессирующее в течение 
21 сут наблюдения, что может быть причиной серьез-
ных нарушений обмена нуклеиновых кислот в клетках 
и, как следствие, нарушения синтеза белка. При ле-
чении животных соединением 2 в обеих дозах уровень 
магния в сыворотке крови достоверно повышался по 
сравнению с контролем на 3-е и 11-е сутки введения 
в дозе 1.7 мг•кг–1 и на 11-е и 21-е сутки — в дозе 
0.7 мг•кг–1. Однако при этом под действием соедине-
ния 2 полного восстановления уровня магния не на-
блюдалось и данный показатель в опытных группах 
оставался ниже нормативных референсных значений.

Таким образом, получен солеподобный конъюгат 
2 лекарственного препарата ксимедон с пара-
аминобензойной кислотой. В экспериментах in vitro 
на клеточной линии нормальных гепатоцитов челове-
ка Chang Liver изучена цитоксичность и цитопротек-
торные свойства соединения 2. Установлено, что IC50 
исследованного конъюгата на гепатоцитах Chang Liver 
составляет 20.7 ммоль•л–1. Выявлено, что исследуе-
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мое соединение способствует повышению жизнеспо-
собности клеток линии Chang Liver в концентрации 
25 мкмоль•л–1 на фоне воздействия токсиканта d-ГЛА 
в сравнении с контрольной группой клеток, подверг-
нутых аналогичному воздействию d-ГЛА. В исследо-
ваниях in vivo на крысах выявлено проявление гепа-
топротекторных свойств соединения 2, в наибольшей 
степени выраженных на ранних сроках терапии  
CCl4-индуцированного токсического гепатита. 
Выявлена способность соединения 2 снижать площадь 
некротических повреждений, выявляемых на срезах, 
окрашенных гематоксилином и эозином на третьи 
сутки введения, а также уменьшать количество детек-
тируемой инфильтрации гепатоцитов липидами  
на замороженных срезах, окрашенных суданом чер-
ным, на третьи и седьмые сутки введения исследуемо-
го соединения, в сравнении с контрольной группой 
животных, которой в качестве терапевтического воз-
действия вместо раствора препаратов вводили физио-
логический раствор. По биохимическим показателям 
при лечении животных соединением 2 отмечен по-
ложительный эффект на секреторную, синтетическую 
функции печени, на обмен билирубина, а также  
на метаболизм железа и магния. Таким образом, 
конъюгат лекарственной субстанции ксимедон с пара-
аминобезойной кислотой оказывает цитопротектор-
ный in vitro и гепатопротекторный in vivo эффекты.

Экспериментальная часть

Синтез конъюгата ксимедона с пара-аминобензойной кис-
лотой (2). Ксимедон (1,2-дигидро-4,6-диметил-1-(2-гидр-
оксиэтил)пиримидин-2-он) синтезирован по описанной 
ранее методике20 из 1,2-дигидро-4,6-диметилпиримидин-2-
она и 2-хлорэтанола. Изученный конъюгат (соединение 2) 
получали согласно методу, описанному в работе5: раство-
рением в 50 мл метанола 5 г (29.8 ммоля) соединения 1 
и 4.08 г (29.8 ммоля) пара-аминобензойной кислоты. Выход 
соединения 2 составил 9.0 г (89%), т.пл. 113—114 °С. Для по-
лученного конъюгата были установлены следующие фи-  
зико-химические характеристики, описанные в работе5. 
ИК-спектр, ν/см–1: 3461, 3364, 2675, 1664, 1625, 1442, 1423, 
1313, 1292, 1174, 843, 772. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д., J/Гц): 7.65 
(д, 2 Н,  Ar2, J = 8.6); 6.70 (д, 2 Н,  Ar3,  J = 8.6); 6.40 (с, 1 Н, 

H(5)); 4.06 (т, 2 Н, H(1´), J = 5.4); 3.81 (т, 2 Н, H(2´), J =5.4); 
2.39 (с, 3 Н, H(6)); 2.26 (с, 3 Н, H(4)). Спектр ЯМР 13C 
(δ, м.д.): 173.91 (С(4)), 171.35 (СОO), 161.98 (С(6)), 156.10 
(С(2)), 150.36 (С, Ar4), 130.92 (С, Ar2), 120.53 (С, Ar1), 114.40 
(С, Ar3), 108.13 (C(5)), 57.86 (C(2´)), 47.66 (C(1´)), 21.79  
(C(4)CH3), 19.29 (C(6)CH3). Найдено (%): C, 59.15; H, 6.34; 
N, 13.64. C15H19N3O4. Вычислено (%): С, 59.01; Н, 6.27; 
N, 13.76.

Определение цитотоксичности и цитопротекторных свойств 
in vitro. Эксперименты проводили на клеточной линии нор-
мальных гепатоцитов человека Chang Liver, полученных 
из коллекции клеточных культур Научно-исследовательского 
института вирусологии им. Д. И. Ивановского РАМН. 
Культивирование клеток осуществляли в среде ИГЛА-МЕМ 
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с добавлением 10% бычьей сыворотки FBS, 1% незаменимых 
аминокислот и антибиотика гентамицина21.

Клетки открепляли от флакона смесью трипсина и вер-
сена в соотношении 1 : 3 и готовили клеточную суспензию 
с концентрацией 105 клеток на 1 мл, распределяли по каплям 
по 200 мкл суспензии в 96-луночный планшет и инкубиро-
вали 24 ч. Для исследования гепатопротекторного эффекта, 
согласно работе22, вместе с исследуемым соединением вно-
сили токсикант — d-ГЛА в концентрации 150 ммоль•л–1. 
В качестве референсного контроля интактной группы клеток 
в ростовую среду при культивировании клеток не вносили 
соединение 2 и d-ГЛА. В ростовую среду контрольной груп-
пы клеток вносили только d-ГЛА. Эксперимент выполняли 
в трех повторностях.

Для определения количества жизнеспособных клеток 
готовили полную ростовую среду с флуоресцентными кра-
сителями из расчета на одну лунку 198 мкл полной ростовой 
среды + 2 мкл DAPI либо Hoechst 33342 (концентрация  
1 мг•мл–1) + 0.5 мкл иодида пропидия. Далее культуральную 
жидкость заменяли на приготовленную ростовую среду  
с красителями и инкубировали в течение 45 мин. После 
инкубирования проводили подсчет жизнеспособных и мерт-
вых клеток на клеточном анализаторе «Cytell Cell Imaging 
System» («GE Healthcare») с использованием стандартного 
протокола. 

Изучение гепатопротекторной активности in vivo. Экспе-
рименты проводили на беспородных взрослых самцах белых 
крыс с массой тела 300—350 г. Животных содержали в соот-
ветствии с положениями23,24 в стандартных условиях вива-
рия с 12-часовым световым днем и неограниченным досту-
пом к еде и воде. Животных кормили комплексным кормом, 
изготовленным в соответствии со Спецификацией (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 живот-
ными были одобрены локальным этическим комитетом 
Казанского (Приволжского) федерального университета 
(Протокол № 4 от 18 мая 2017 г.).

Схема эксперимента представлена на рисунке 9. Для 
моделирования повреждения печени согласно методике, 
указанной в работе22, четыреххлористый углерод вводили 
перорально в виде 35%-ного масляного раствора, в дозе  
1.5 мг•кг–1. Исследуемое соединение 2 вводили внутрибрю-
шино в дозах 0.7 и 1.7 мг•кг–1, составляющих 1/2500 и 1/1000 
от ЛД50 соответственно, в течение 21 сут после моделирова-
ния токсического повреждения печени. Забор образцов 
крови и печени осуществляли в соответствии со схемой, 
представленной на рисунке 9.

Отбор образцов крови осуществляли либо прижизненно, 
из кончика хвоста, либо при эвтаназии. Сыворотку крови 
готовили путем двухкратного центрифугирования крови при 
3000 об.•мин–1 и температуре 4 °C. Сыворотку до анализа 
хранили в морозильной камере при температуре –25 °C.

Печень для исследований извлекали сразу после эвтана-
зии животных. Образцы печени для проведения гистологи-
ческих исследований фиксировали в 4%-ном забуференном 
формалине. Затем проводили гистологическую проводку  
на автоматическом гистопроцессоре «Sakura Tissue-Tek® 
VIP™ 5 Jr». Образцы заливали в парафин и формировали 
блоки. Делали срезы толщиной 4—5 мкм на микротоме 
«SakuraAccu-Cut S��200», после чего их окрашивали гема-SakuraAccu-Cut S��200», после чего их окрашивали гема--Cut S��200», после чего их окрашивали гема-Cut S��200», после чего их окрашивали гема- S��200», после чего их окрашивали гема-S��200», после чего их окрашивали гема-200», после чего их окрашивали гема-
токсилином и эозином. Для выявления липидов делали за-
мороженные срезы на криотоме «Sakura Tissue-Tek CriO3» 
толщиной 5—7 мкм, которые окрашивали суданом черным. 
В качестве монтирующей среды использовали смесь глице-
рина и 15%-ного желатина в соотношении 1 : 2 соответствен- : 2 соответствен-: 2 соответствен- 2 соответствен-2 соответствен-
но.

Морфометрический анализ препаратов проводили  
на прямом световом микроскопе «Nikon H550S» с цифровой 
камерой «Nikon» и программным обеспечением «NIS Basic 
�esearch», как описано в работе6. На срезах, окрашенных 
гематоксилином и эозином, подсчитывали площадь 
деструктивно-дегенеративных и некротических изменений 
ткани печени в квадратных микрометрах и считали долю  
(в процентах) поврежденной области относительно всей 
видимой площади среза по формуле

Забор биоматериала 
у здоровых животных

Забор биоматериала 
у животных после 

введения CCl4
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Рис. 9. Схема эксперимента. Контрольные точки эксперимента (продолжительность в сутках от его начала) — забор био-
материала (кровь, печень).
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На замороженных срезах, окрашенных суданом черным, 
аналогично определяли площади детекции липидных вклю-
чений относительно всей видимой площади среза по фор-
муле 

Спектры ЯМР регистрировали на фурье-спектрометре 
«Avance-500» («Bruker») с рабочей частотой 500.13 МГц (1Н) 
и 125.77 МГц (13С) в D2O при температуре 30 °C, внешний 
стандарт — тетраметилсилан.

Биохимические показатели исследованы в сыворотках 
крови на автоматическом биохимическом анализаторе 
«Cobas Integra 400» («Рош», Швейцария) с использованием 
оригинальных наборов реагентов по протоколу произво-
дителя. Были определены следующие показатели сыворотки 
крови: активности АЛТ, АСТ, лактатдегидрогеназы, ГГТ, 
сывороточной холинэстеразы, щелочной фосфатазы, кон-
центрации общего и прямого билирубина, альбумина, обще-
го белка, глюкозы, железа и магния, рассчитаны сумма 
глобулинов, непрямой билирубин25 и коэффициент 
де Ритиса26.
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