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СІМ’ЯНИКИ ЯК ТЕСТ-СИСТЕМА АНТИПРОЛІФЕРАТИВНОЇ 
АКТИВНОСТІ ПОТЕНЦІЙНОГО ПРОТИПУХЛИННОГО ЗАСОБУ

1-(4-СЬ-БЕНЗИЛ)-3-ХЛОР-4-(СЕз-ФЕШЛАМІНО)-1Н-ШРОЛ-2,5-ДЮНУ
Досліджено вплив нової сполуки з антинеопластичною дією на основі малеіміду 

(1-(4-СІ-бензил)-3-хлор-4-(СРз-феніламіно)-Ш-пірол-2,5-діону) на сперматогенний 
епітелій щурів. Отримані дані вказують на збідніння популяції сперматогоній під 
впливом, малеіміду, про що свідчить зменшення їх кількості та зменшення товщини 
сперматогенного епітелію. Малешід не впливає на розміри сім’яних канальців і на 
індекс сперматогенезу. Отргшані результати свідчать про переваги нового похідного 
малеіміду порівняно з відомими цитостатиками.
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Актуальність теми
Збереження функціональної повноцінності репродуктивної системи 

належить до числа найактуальніших проблем сучасної андрології, 
ендокринології та репродуктології. Успішний розвиток наукових досліджень 
та результативність упровадження їх у практику охорони здоров’я тісно 
пов’язані з вирішенням питання збереження майбутніх поколінь. Найбільш 
чутливими до дії різноманітних пошкоджуючих агентів є саме генеративні 
структури сім’яника, які на певних стадіях сперматогенезу реагують на досить 
незначні зміни оточуючого середовища [1]. Серед причин порушення функції 
репродуктивної системи поряд з несприятливими екологічними умовами 
навколишнього середовища [2], його забрудненням ксенобіотиками [3], 
сьогодні досить поширеними є гонадотропна та гонадотоксична дія багатьох 
лікарських засобів [4-7]. Вивчення цих ефектів дозволить не лише адекватно 
підбирати і здійснювати лікування, але й вживати заходи для попередження 
ушкоджуючого впливу лікарських засобів на гонади.

Одним з найбільш прогресивних напрямків сучасної фармакології і 
онкології є пошук нових і всебічне дослідження існуючих протипухлинних 
засобів. Не зважаючи на високу токсичність багатьох препаратів, їх 
застосування дозволило значно покращити результати лікування онкологічних 
хворих (наприклад, препарати платини, протипухлинні антибіотики) [8]. 
Токсичність існуючих у сучасній онкологічній практиці лікарських засобів у 
свою чергу спонукає до пошуку нових речовин, що поєднували б ефективність 
і низьку токсичність. Метою дослідників є створення препаратів, які б 
вибірково діяли лише на ракові клітини з мінімальним впливом на здорові 
клітини з високою проліферативною активністю. Досить перспективними у 
цьому напрямку виявилися інгібітори протеїнкіназ -  похідні малеіміду, 
оскільки вони проявляють виражений цитостатичний ефект з порівняно 
низькою токсичністю [9, 10].

Новий антинеопластичний препарат -  похідне малеіміду 1-(4-С1-бензил)-3- 
хлор-4-(СРз-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон (надалі -  МІ) [11] -  при
дослідженні на культурах трансформованих клітин [12] і клітин з пухлин 
людини in vitro виявив виражену антипроліферативну активність, особливо на 
культурі, клітин раку кишечника та клітинах, що резистентні до дії 
інтерферону [13].

Наступним завданням є дослідження нового препарату з 
антипроліферативною активністю в системах in vivo. Гермінативний епітелій 
сім’яників як тканина з високою проліферативною активністю може виступати 
своєрідною тест-системою для дослідження побічних токсичних ефектів 
нового потенційного протипухлинного засобу на клітини, що активно діляться 
і ростуть у здоровому організмі.

Метою нашого дослідження було вивчення впливу 1-(4-С1-бензил)-3-хлор~
4-(СРз-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діону на морфофункціональний стан 
гермінативного епітелію сім’яників щурів.
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Об'єкти та методика досліджень
Дослідження проведене на 20 статевозрілих білих щурах масою 120 -  130 г, 

які були розподілені на 4 групи по 5 тварин у кожній. Тварини отримували 
щоденно протягом 5 тижнів розчин МІ в 0,1 мл рослинної олії в дозах:

1- а група (контроль) -  0,1 мл олії;
2- а група -  0,00027 мг/кг МІ;
3- а група -  0,027 мг/кг МІ;
4- а група -  2,7 мг/кг МІ.
Розчин малеіміду в олії наносили на шматочок хліба і згодовували щурам 

щодня до прийому корму. Контрольні тварини отримували хліб, змочений 
олією.

Щурів утримували при звичайному світловому дні в стандартних умовах 
віварію. Дози були розраховані таким чином, щоб за умови повного 
всмоктування концентрація досліджуваної речовини в крові тварин становила 
10~8 М, 10'6 М, 10"4 М відповідно.

Для дослідження морфологічних змін у сім’яниках щурів тварин 
декапітували після ефірного наркозу. Сім’яники фіксували в рідині Буена, 
готували парафінові зрізи товщиною 5-7 мкм, фарбували їх гематоксиліном з 
дофарбуванням еозином і оранжем G. Морфометричні дослідження проводили 
за допомогою світлового мікроскопа Olympus ВХ-41 (при збільшенні і 50 і 
600) та програми Image J. На зрізах сім’яників у крайовій зоні визначали 
діаметр сім’яних канальців (мкм), товщину сперматогенного епітелію в них 
(мкм) і кількість нормальних сперматогоній. Обчислювали також індекс 
сперматогенезу, підраховуючи кількості шарів сперматогенного епітелію, 
умовно розподіливши їх таким чином: І -  сперматогонії, 2 -  сперматоцити, 
З -  сперматиди, 4 -  сперматозоїди [14]. Статистичну обробку даних проводили 
за методом Ст’юдента.

Результати досліджень
На зрізах сім’яників щурів контрольної групи сперматогенний епітелій 

сім’яних канальців представлений клітинними угрупуваннями, що 
характеризують різні стадії нормального сперматогенезу. Сім’яні канальці 
округлої форми розміщені серед прошарків сполучної тканини, в якій 
знаходяться угруповання клітин Лейдіга, кровоносні судини 
мікроциркуляторного русла та елементи, характерні для пухкої сполучної 
тканини (рис. 1).

Судини помірно повнокровні. Діаметр сім’яних канальців та товщина 
сперматогенного епітелію у сім’яниках щурів контрольної групи становить 
249,78±9,85 мкм і 73,08±2,85 мкм відповідно. Підрахунок кількості 
нормальних сперматогоній у сім’яних канальцях дозволив установити, що для 
контрольної групи тварин вона складає 55,5±2,38. Розрахований індекс 
сперматогенезу становив 3,83±0,01.
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Рис. 1. Сім’яні канальці щурів контрольної групи. Гематоксилін-еозин-
оранж G. х 600

Введення МІ в дозі 0,00027 мг/кг протягом 5 тижнів не викликало суттєвих 
морфологічних змін у сім’яниках щурів 2-ї групи. Однак серед основної маси 
незмінених сім’яних канальців на поперечних зрізах сім’яників зустрічаються 
канальці полігональної форми, а також канальці з порушенням цілісності 
сперматогенного епітелію та зменшенням його товщини. Останній факт 
підтвердився за допомогою морфометричних досліджень: товщина 
сперматогенного епітелію становила 64,14±1,82 мкм, що на 12,2% (р<0,05) 
менше контролю, тоді як у діаметрі сім’яних канальців не було виявлено 
достовірних змін порівняно з контролем, він склав 256,20±8,08 мкм. Індекс 
сперматогенезу також залишився на рівні контролю - 3,84±0,01. У той же час, 
достовірні зміни виявилися при підрахунку нормальних сперматогоній: їх 
кількість зменшилася на 18,5% (45,25±2,54; р<0,05) порівняно з контрольним 
значенням. Стромальний компонент сім’яників даної групи у стані незначного 
набряку, що й спричинило зміну форми сім’яних канальців з округлої на 
полігональну. Судини помірно наповнені кров’ю.

У щурів 3-ї групи, які отримували препарат у дозі 0,027 мг/кг, відмічалося 
незначне ушкодження сперматогенного епітелію: збільшувалася кількість 
канальців з порушенням цілісності сперматогенного епітелію та зменшенням 
його товщини, спостерігалися канальці з дезорганізацією клітин епітелію, 
порушенням сперматогенезу, зменшеною кількістю сперматозоїдів у просвіті. 
У ході морфометричного аналізу сім’яників щурів даної групи виявлено 
достовірне зменшення товщини сперматогенного епітелію до 63,71±1,33 мкм, 
що на 12,8% (р<0,05) менше контролю. Діаметр сім’яних канальців та індекс 
сперматогенезу достовірно не відрізнялися від контролю і дорівнювати 
відповідно 255,52±6,41 мкм та 3,84±0,03. Кількість нормальних сперматогоній 
зменшилася на 20,5% (44,1±2,54; р<0,05) порівняно з контролем. В
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інтерстиційній тканині зберігаються ознаки набряку. Судини помірно 
кровонаповнені.

У тварин 4-ї групи, що отримували МІ в дозі 2,7 мг/кг, зміни форми 
поперечних зрізів сім’яних канальців набували більш масового характеру. 
Канальці щільно прилягали один до одного, виглядали стиснутими, набували 
полігональної форми, що пояснюється набряком сполучнотканинної строми 
сім’яників. Крім того, частіше відмічалися канальці з дезорганізацією клітин 
сперматогенного епітелію, канальці з витонченим епітелієм і зниженою 
кількістю сперматозоїдів у просвітах (рис. 2).

; Г
V

f і ШШ - .

,ЖЖ

ІЙ

Рис. 2. Морфологічні зміни в сім’яниках щурів після впливу малеіміду 
в дозі 2,7 мг/кг. Гематоксилін-еозин-оранж G. х 600

Морфометричні дослідження сім’яників щурів даної групи показали, що 
при максимально дослідженій дозі товщина сперматогенного епітелію 
зменшується до 61,15±2,60 мкм, що на 16,3 % (р<0,05) менше контролю. 
Вищезазначена доза не впливає на діаметр сім’яних канальців 
(252,49±4,37 мкм) та індекс сперматогенезу 3,80±0,03. Кількість нормальних 
сперматогоній залишалася майже на рівні попередньої групи (44,0±1,5), що 
менше контрольних значень на 20,7%, (р<0,05). Судини мікроциркуляторного 
русла виглядали гіперемованими. Зменшення кількості нормальних 
сперматогоній свідчить про збідніння популяції цих клітин і підтверджується 
дозозалежним зменшенням товщини сперматогенного епітелію в сім’яних 
канальцях піддослідних тварин.

Отже, пероральне введення похідного малеіміду щурам протягом 5 тижнів 
у досліджених дозах викликає дифузні зміни в деяких сім’яних канальцях 
щурів: порушення цілісності сперматогенного епітелію, дезорганізацію його 
клітин, зниження кількості сперматозоїдів у просвіті. У стромі сім’яників під 
дією МІ відзначається набряк, що призводить до зміни форми поперечних 
зрізів сім’яних канальців та здавлювання угруповань інтерстиційних клітин.
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Уведення МІ у всіх зазначених дозах викликає збідніння популяції 
сперматогоній, що проявляється зменшенням їх кількості. Цікаво відмітити, 
що інтенсивність ефекту мало залежала від дози антинеопластичного засобу: 
кількість клітин зменшувалася на І 8,5% при дозі 0,00027 мг/кг, на 20,5% при 
дозі 0,027 мг/кг та на 20,7% при дозі 2,7 мг/кг. Одночасно із цим малеімід 
викликав дозозалежне зменшення товщини сперматогенного епітелію. 
Отримані дані вказують на пригнічуючий вплив потенційного лікарського 
засобу на сперматогонії як клітини, що активно проліферують. Важливо 
відмітити, однак, що МІ не викликав змін у розмірах сім’яних канальців і не 
впливав на індекс сперматогенезу у жодній з досліджених доз, оскільки 
більшість сім’яних канальців містила всі шари, притаманні сперматогенному 
епітелію.

Встановлено, що відомі цитостатики (наприклад, платидіам, цисплатин) 
викликають значні і стійкі морфологічні зміни в сім’яниках навіть при 
одноразовому введенні максимальної дози, що переноситься (для платидіаму -  
4 мг/кг) [4]. Ці зміни стосуються зниження індекса сперматогенезу, кількості 
нормальних сперматогоній, клітин Лейдіга, що нормалізується у віддалені 
терміни після одноразового введення. Не зважаючи на те, що досліджувана 
нами сполука проявляє антипроліферативну активність по відношенню не 
лише до трансформованих клітин, але й до нормальних тканин з високою 
проліферативною активністю, таких, як гермінативний епітелій сім’яників, 
отримані нами дані вказують на переваги нового антинеопластичного 
препарату похідного малеіміду порівняно з широковживаними цитостатиками, 
такими, як препарати платини [4-6], доксорубіцин [7] та інші.

Висновки
1. Похідне малеіміду 1-(4-С1-бензил)-3-хлор-4-(СРз-феніламіно)-1Н-пірол- 

2,5-діон викликає збідніння популяції сперматогоній, що проявляється 
зменшенням їх кількості, а також дозозалежним зменшенням товщини 
гермінативного епітелію.

2. Сполука не викликає змін у розмірах сім’яних канальців і не впливає на 
індекс сперматогенезу.

3. Пошкоджуючий вплив дослідженого препарату на сперматогенний 
епітелій значно менший, ніж інших відомих цитостатиків.

Перспективи подальших досліджень
Викладене вище вказує на доцільність подальших досліджень побічних 

ефектів даного потенційного протипухлинного препарату на інших тест- 
ситемах -  тканинах з високою проліферативною активністю, таких, як епітелій 
кишечника, органи кровотворення та ін.
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ВПЛИВ ІЗАМБЕНУ НА ГЕМАТОЛОГІЧНІ, БІОХІМІЧНІ ТА СЕРОЛОГІЧНІ
ПОКАЗНИКИ У КОНЕЙ, УРАЖЕНИХ ГЕРПЕСВІРУСНОЮ ІНФЕКЦІЮ 

ПЕРШОГО ТА ДРУГОГО ТИПІВ

Встановлено, що застосування ізамбену сприяло підвищенню показників 
резистентності організму та оздоровленню коней від герпесвірусної інфекції другого 
типу. При цьому кількість еритроцитів та лейкоцитів, уміст гемоглобіну білка, 
показники гематокриту достовірно (р<0,05-0,01) підвищилися до рівнів фізіологічної 
норми і стали відповідати показникам здорових тварин.

Постановка проблеми
Серед захворювань верхніх дихальних шляхів коней провідне місце 

посідають респіраторні хвороби, спричинені герпесвірусами першого та 
другого типів та їх асоціаціями з іншими мікроорганізмами [1].

Для лікування коней, хворих респіраторними хворобами, використовують 
антибіотики, норсульфазол, кобіферон [2].

Останнім часом для лікування у людей респіраторних захворювань широко 
застосовується амізон -  аналог ізамбену. Застосування даного препарату 
протягом 5-7 діб дозволяє підтримувати достатньо високий рівень 
ендогенного інтерферону протягом 1,5-2 місяців та сприяє зниженню в 3-3,5 
рази виникнення респіраторних хвороб [2-4].

Противірусна дія препарату зумовлена активацією механізму 
противірусного захисту на фоні зниження інтенсивності віремії внаслідок 
утворення ендогенного інтерферону, що гальмує репродукцію збудника, а 
також забезпечує виведення з крові токсичних продуктів, які циркулюють у 
кров’яному руслі. Амізон сприяє нормалізації складу периферичної крові у 
хворих, у тому числі усуває лейкопенію і нейтропенію, а також 
тромбоцитопенію. Амізон виявляє стимулюючу дію на фактори природної 
резистентності та імунні показники: стимулюється функціональна активність 
Т-лімфоцитів, макрофагів, природних клітин-кілерів. Добре поєднується з
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