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(2-fluorobenzoyl)piperazin-1-carbonyl]-N-[3- (trifluoromethyl)-phenyl]benzamide and a benzoic acid de-
rivative — 4-{[(2-methyl-5-nitrophenyl)amino]methyl}benzoic acid in the concentration 200 µg/ml 
completely inhibit the growth of Mycobacterium terrae 15755, accordingly minimum inhibitory concentration 
is the same as concentration of the first-line anti-tuberculosis drug rifampicin in experimental conditions — 
200 µg/ml.

Keywords: derivatives of benzamide, derivatives of benzoic acid, anti-tuberculosis activity, minimum 
inhibitory concentration.
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Реферат. В ходе исследования выполнены серии экспериментов по оценке токсических 
эффектов, возникающих вследствие воздействия лекарственных средств и химических ве-
ществ — референсных токсикантов на культуры клеток иммортализованных кератиноцитов 
HaCaT, фибробластов человека, мезенхимальных стволовых клеток мыши и мононуклеарных 
лейкоцитов крысы. Исследуемые лекарственные средства являлись представителями разных 
групп с различным механизмом действия (антибактериальные, противовирусные, противоопу-
холевые, противовоспалительные, анальгетики, иммунобиологические препараты, сердечные 
гликозиды). Установлена высокая информативность одновременного использования комби-
нации флуоресцентных красителей (акридиновый желтый, DAPI, Actin red) для обнаружения 
основных цитотоксических эффектов. 

Ключевые слова: in  vitro-токсикология, мононуклеарные лейкоциты, кератиноциты 
HaCaT, фибробласты, лекарственные средства.

Введение. Использование альтернатив испытаниям на животных приобретает все большее зна-
чение при оценке безопасности химических веществ. В настоящее для этих целей используются 
различные клеточные модели, такие как линии клеток человека (например, HepG2, HepaRG), све-
жевыделенные гепатоциты, совместные культуры, трехмерные модели и модели ткани и органа на 
чипе [1].

Традиционные лабораторные исследования на животных постепенно рассматриваются как не-
подходящий подход для оценки токсичности из-за того, что данные исследования являются дорого-
стоящими, трудоемкими и считаются неэтичными. На основе этих соображений развиваются новые 
технологии, в которых анализы in vitro играют важную роль в характеристике токсичности химических 
веществ [2].

Оценка воздействия химических веществ включает в себя качественное описание токсических 
свойств, а также количественную оценку воздействия и токсической реакции. Токсикокинетическая 
оценка помогает связать концентрацию/дозу химического вещества с наблюдаемым эффектом ток-
сичности и понять механизм действия химического вещества и/или его метаболитов. Понимание 
токсикокинетических процессов, которые приводят к образованию или распределению активного 
химического соединения в целевой ткани, необходимо для оценки дозы в токсикологическом целевом 
участке [3].
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Основными признаками для оценки воздействия лекарственных средств на культуры клеток 
являются прямая цитотоксичность и проапоптотический эффект. Гистохимическими маркерами в 
таких исследованиях являются конденсация хроматина, фрагментация ДНК, снижение мембранного 
потенциала митохондрий [4]. Данные исследования особенно актуальны для моделирования гепато-
токсичности in vitro. 

Определение токсических эффектов лекарственных средств является необходим условием для 
разработки методов их доклинических исследований. Культивация клеточных культур с лекарствен-
ными средствами позволяет провести оценку токсического воздействия и фармакологических эффек-
тов на субклеточном и молекулярно-генетическом уровнях.

Цель работы — оценка токсического действия лекарственных средств в исследованиях in vitro с 
использованием клеточной линии кератиноцитов и первичных культур мононуклеарных лейко-
цитов.

Материалы и методы. Материалом для исследования послужили культуры иммортализованных 
кератиноцитов HaCaT, фибробластов человека, мезенхимальных стволовых клеток (МСК) мыши и 
мононуклеарных лейкоцитов крысы. 

Культура клеток кератиноцитов HaCaT и фибробластов были получены в коллекции научной 
группы «Иммунология» научно-исследовательской части БГМУ. Мононуклеарные лейкоциты были 
получены из селезенки крысы с использованием центрифугирования в градиенте урографин-фикол 
1077 г/мл. МСК получены из костного мозга мыши. Морфология и фенотип полученных клеток со-
ответствовали требованиям, предъявляемым к МСК (CD90+CD45lo/–). 

Перед исследованием фибробласты и МСК культивировались в течение 3 суток в среде DMEM 
c добавлением L-глутамина и сыворотки эмбрионов телят до достижения количества в 600 тыс. клеток 
на одну лунку 24-луночного планшета. Мононуклеарные лейкоциты из селезенки крысы использо-
вались в токсикологических исследованиях сразу после приготовления суспензии.

Клетки линии HaCaT культивировали в среде F12/DMEM с добавлением 10 % эмбриональной 
бычьей сыворотки (HyClone, США), 4,5 мг/мл глутамина, 50 ЕД/мл пенициллина, при 37 °С в
5%-й атмосфере. 

Токсикант с культурой клеток селезенки крысы инкубировался в течение одного часа, а с куль-
турой клеток кератиноцитов HaCaT — 24 ч. Краткосрочность инкубации токсиканта с культурой 
клеток селезенки крысы вызвана высокой летальностью клеток селезенки в первые сутки после вы-
деления. 

Выбор лекарственных средств в качестве токсиканта осуществлялся с использованием спра-
вочников и электронных баз данных c целью отразить наиболее значимые классы, представлен-
ные в ассортименте лекарств Республики Беларусь. Как для порошков, так и для лекарственных 
средств в форме таблеток и капсул ставилась цель равномерности присутствия лекарственной 
субстанции при приготовлении раствора токсиканта для культивации с клетками. В качестве 
референсных токсикантов с предсказуемым эффектом использовались химические вещества (са-
понин, этанол, изопропанол, метанол, цинк уксуснокислый 2-водный, кадмий сернокислый 
8-водный и др.).

По окончании инкубации проводилась световая и флуоресцентная микроскопия при помощи 
микроскопа ZEISS Axio Vert.A1 с использованием флуоресцентных красителей (акрединовый желтый, 
родамин 6Ж, DAPI, пропидия йодид, Aktin red 555 и др.), специфически выявляющих клеточные 
структуры. Полученные микрофотографии обрабатывались и совмещались в графическом редакторе 
с последующим определением соотношения мертвых и живых клеток в зависимости от концентрации 
вещества и построением кривой концентрация–эффект.

Результаты и их обсуждение. Использованная в данном исследовании культура иммортализиро-
ванных кератиноцитов HaCaT является достаточно полно изученной в вопросах сравнительного 
метаболизма. Культура HaCaT является высокодифференцированной линией, экспрессирующей 
основные факторы кератиноцитов (кератины, инволукрин, филагрин), а также удобна для стандарт-
ных условий культивации. При этом в сравнении с нормальными кератиноцитами выявлены как 
сходства, так и различия. Сходные признаки относятся к базовым процессам клеточного метаболиз-
ма, различия — к особенностям иммунологической реактивности. Для исследований токсикантов
in vitro наиболее значимыми являются первые характеристики. Следует отметить, что культура кера-
тиноцитов HaCaT используется как для моделирования метаболизма нормальных кератиноцитов, 
так и для изучения иммуновоспалительных реакций.
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Эффективной и доступной моделью для оценки воздействия ксенобиотиков и учета их токсиче-
ских эффектов явилась культура клеток мононуклеарных лейкоцитов. Лимфоциты и моноциты об-
ладают широким спектром экспрессирующихся генов. У лабораторных животных дополнительным 
источником большого количества мононуклеарных лейкоцитов является селезенка, которая относит-
ся к периферическим органам иммунной системы. Строма состоит из ретикулярных клеток и рети-
кулярных волокон, паренхима селезенки представлена различными типами лимфоцитов,
NK-клетками и моноцитами. Большинство Т- и В-клеток селезенки являются частью циркулирую-
щего пула лимфоцитов. Токсические эффекты в отношении селезенки крайне редко выделяются как 
отдельный параметр побочного действия. В то же время при доклиническом исследовании лекар-
ственных средств, именно селезенка и лимфоциты периферической крови часто демонстрируют из-
менения.

Проведенные в ходе исследования эксперименты позволили выделить основные и наиболее 
важные токсические эффекты лекарственных средств на культуры клеток, к которым относятся из-
менение размеров клетки, нарушение морфологии и проницаемости, нарушение целостности цито-
плазматической мембраны, фрагментация хроматина (таблица 1).

Таблица 1 — Оцениваемые параметры токсического воздействия на культуры клеток

Морфологическая характеристика Используемые красители

Нет эффекта: отсутствие патологических измене-
ний, морфология соответствует нормальному со-
стоянию клеточной культуры

Акридиновый желтый, трипофлавин, родамин 
6Ж, пропидий йодид, DAPI, пиронин Б, пиронин 
С, hoechst 33258

Нарушение проницаемости цитоплазматической 
мембраны

Пропидий йодид, DAPI, бромистый этидий, три-
пофлавин

Нарушение целостности цитоплазматической 
мембраны

Акридиновый желтый, трипофлавин, родамин 
6Ж, пропидий йодид, DAPI, пиронин Б, пиронин 
С, hoechst 33258

Фрагментация хроматина Пропидий йодид, DAPI
Нарушение морфологии клетки — округление Акридиновый желтый, трипофлавин, родамин 

6Ж, hoechst 33258
Повреждение актиновых структур цитоскелета Aktin red
Снижение электрохимического заряда на мем-
бране митохондрий

JC-Mito

Краситель не эффективен Пропидий йодид, JC-Mito, Aktin red

В результате оценки характера повреждения структурных компонентов клетки выявлены следу-
ющие эффекты при воздействии токсикантов на цитоплазматическую мембрану клеток:

наличие дифференцированных эффектов при воздействии антибактериальных лекарствен-• 
ных средств на цитоплазматическую мембрану культуры клеток мононуклеарных лейкоцитов крысы 
(выраженный токсический эффект при воздействии меропенема, ванкомицина, тейкопланина и док-
сирубицина и отсутсвие повреждения клеток при воздействии цефалоспоринов (цефазолин, цефтри-
аксон) и колистина в концентрациях 5–50 мг/мл);

отсутствие эффектов при воздействии антибактериальных лекарственных средств в концен-• 
трациях 5–50 мг/мл на цитоплазматическую мембрану культуры фибробластов человека и выражен-
ное воздействие референсных токсикантов и противоопухолевых лекарственных средств (гемцита-
бин, меркаптопурин, доксирубмцин), сопровождающееся нарушением морфологии, проницаемости 
и, в конечном итоге, целостности клеток;

высокая чувствительность культур мезенхимальных стволовых клеток как к действию рефе-• 
ренсных токсикантов, так и антибактериальных лекарственных средств в отношении проницаемости 
и целостности цитоплазматической мембраны;

высокая чувствительность кератиноцитов HaCaT как к действию референсных токсикантов, • 
так и к используемым в эксперименте лекарственным средствам, что проявлялось в изменении про-
ницаемости и целостности цитоплазматической мембраны, а также в изменении формы клеток (их 
округление).
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Токсические эффекты действия токсикантов на ядро и хроматин сопровождались следующими 
провлениями:

фрагментация хроматина мононуклеарного лейкоцита, наблюдаемая при воздействии рефе-• 
ренсных токсикантов на культуры мононуклеарных лейкоцитов и отсутствие воздействия антибакте-
риальных лекарственных средств на морфологию данных структур;

 фрагментация хроматина фибробласта человека при воздействии референсных токсикантов • 
и противоопухолевых лекарственных средств (нарушение целостности ядер, высвобождение яд-
рышек);

 фрагментация хроматина МСК при воздействии референсных токсикантов и противоопухо-• 
левых лекарственных средств с более выраженными по сравнению с воздействием на фибробласты 
человека морфологическими проявлениями;

 фрагментация хроматина кератиноцитов HaCaT при воздействии этанола, изопропанола, • 
метанола, бутанола, а также колистина, меркаптопурина, ацикловира.

Токсические эффекты на цитоскелет:
 отчетливое выявление структур цитоскелета, равномерно расположенных по всей клетке, при • 

окрашивании мононуклеарных лейкоцитов флуоресцентным красителем, предназначенным для об-
наружения внутриклеточного актина (Aktin red 555);

 воздействие ряда токсикантов на плотность актиновых волокон и стабильность структуры • 
клеток при окрашивании фибробластов человека флуоресцентным красителем, предназначенным для 
обнаружения внутриклеточного актина (Aktin red 555);

воздействие ряда токсикантов на плотность актиновых волокон и стабильность структуры • 
клеток при окрашивании мезенхимальных стволовых клеток флуоресцентным красителем, предна-
значенным для обнаружения внутриклеточного актина (Aktin red 550). Инкубация с ДМСО, этано-
лом, изопропанолом, солями тяжелых металлов, колистином, меропенемом, тейкопланином и мер-
каптопурином приводила к изменению морфологии клеток в сторону их округления;

инкубация кератиноцитов HaCaT с этанолом, изопропанолом, метанолом, бутанолом, соля-• 
ми тяжелых металлов, ванкомицином, колистином, тейкопланином, меропенемом, цефазолином, 
меркаптопурином сопровождалась изменением морфологии клеток (округлением);

наиболее частыми изменениями в строении цитоскелета кератиноцитов, фибробластов и • 
стволовых клеток было снижение количества актиновых волокон. В то же время для мононуклеарных 
лейкоцитов была характерна замена актиновых пучков точками. Для кератиноцитов наблюдалось 
сочетание снижения числа актиновых волокон и замена пучков точками.

Токсические эффекты на митохондрии:
отсутствие характерных и высокоинформативных признаков, связанных с воздействием ток-• 

сикантов на мононуклеарные лейкоциты и выявленное при использовании флуоресцентного краси-
теля, предназначенного для оценки потенциала на мембране митохондрий (JC-mito), что связано с 
малым объемом цитоплазмы данных клетках; 

отсутствие характерных и высокоинформативных признаков, связанных с воздействием ток-• 
сикантов на фибробласты человека и выявленное при использовании флуоресцентного красителя, 
предназначенного для оценки потенциала на мембране митохондрий (JC-mito);

изменение мембранного потенциала мезенхимальных стволовых клеток мыши, связанное с • 
воздействием токсикантов и выявленное при использовании флуоресцентного красителя, предна-
значенного для оценки потенциала на мембране митохондрий (JC-mito). Значительное сохранение 
мембранного потенциала для таких лекарственных средств, как колистин, меропенем, тейкопланин, 
меркаптопурин;

изменение мембранного потенциала кератиноцитов HaCaT при инкубации с токсикантами, • 
а также при воздействии антибактериальных лекарственных средств (ванкомицин, колистин, тейко-
планин, меропенем).

Исследования токсикологических параметров in vitro на культуре кератиноцитов HaCaT позво-
лили определить основные подходы к выбору флуоресцентных красителей, оценке токсических про-
явлений, статистической обработке результатов действия токсикантов (рисунок). 

Установлено, что для оценки эффекта возможно использование метода наименьших квадратов 
с пробит-анализом — вычисление среднелетальных концентраций (LC16, LC50, LC84, LC100) исследуе-
мого токсиканта. Дополнительно проводился анализ параметров токсичности с использованием ме-
тода Блисса – Прозоровского. Кроме того, вычисляли коэффициенты, характеризующие степень 
токсичности: индекс летальности (ИЛ) как отношение LC99 к LC10 и коэффициент наклона прямой 
«доза–эффект» (КН), указывающий на скорость нарастания токсических эффектов. 
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Рисунок — Методический подход по оценке токсического эффекта лекарственных средстви химических 
веществ с помощью кератиноцитов НаСаТ

Выявленные токсикологические параметры при культивировании кератиноцитов с лекарствен-
ным средством ванкомицин и колистин представлены в таблицах 2 и 3 соответственно.

Таблица 2 — Сводные показатели токсичности лекарственного средства ванкомицин для культуры 
клеток кератиноцитов HaCaT

Доза,
мг/мл

Мертвые
клетки, %

Летальная концентрация, мг/мл
КН ИЛ

LC50 LC84 LC90 LC99

5 36

115,39 ± 16,33 461,71 400,07 645,59 1,98 3,19

12,5 40
25 42

37,5 43
50 43
75 45

100 46
150 48
250 69
500 100
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Таблица 3 — Сводные показатели токсичности лекарственного средства колистин для культуры клеток 
кератиноцитов HaCaT

Доза,
мг/мл

Мертвые
клетки, %

Летальная концентрация, мг/мл
КН ИЛ

LC50 LC84 LC90 LC99

5 27

42,50 ± 4,19 126,26 144,46 227,66 1,43 3,81

12,5 27
25 31

37,5 59
50 65
75 77

100 77
150 82
250 100
500 100

В таблице 4 представлены результаты сравнения показателей LD50 и LC50 для ряда исследованных 
лекарственных средств.

Таблица 4 — Сравнение графиков с процентом летальности, полученных в исследованиях in  vivo
и in vitro

Токсикант
LD50, in vivo 

(крысы-самцы), мг/кг
LC50, in vitro

(кератиноциты HaCaT), мг/мл

Мелоксикам 64 1
Ванкомицин 385 115
Цефазолин 3501 более 160
Колистин 134 42
Меркаптопурин 392 114

Полученные данные позволяют сделать вывод о сопоставимости результатов для двух способов 
исследования токсического эффекта. 

Заключение. Получены данные о том, что цитотоксические эффекты лекарственных средств в 
отношении кератиноцитов HaCaT (концентрация 5–10 мг/мл) наблюдаются через 24 ч инкубации и 
выражаются в достижении летальности свыше 50 %, конденсации хроматина, уменьшении количества 
актиновых волокон, снижении мембранного потенциала митохондрий. Выявлено, что для изученных 
культур клеток наиболее разнообразные токсические эффекты лекарственных средств отмечались у 
кератиноцитов HaCaT.

Установлено, что значительные информативные данные определялись при нарушении прони-
цаемости и целостности цитоплазматической мембраны, что способствовало внутриклеточному про-
никновению красителей пропидия йодида и DAPI в мертвые клетки.

Проведенные в ходе исследования эксперименты позволяют выделить основные и наиболее 
важные токсические эффекты лекарственных средств на культуры клеток. Оцененный качественный 
эффект токсического воздействия лекарственных средств и референсных токсикантов на культуры 
клеток является необходимым для дальнейшей разработки метода изучения общетоксического дей-
ствия химических веществ с использованием альтернативной in vitro-токсикологии.
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In vitro studies of drugs toxic effect on cell cultures 

Pavlov K. I., Arabei S. V., Kundelskaya L. M., Kurklinskaya G. A., Naborovskaya A. M., 
Khvatova L. A., Metelitsa T. G., Chegodayeva E. V., Hindziuk A. V.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

In the course of the study, a series of experiments were performed to assess the toxic effects arising from 
the effects of drugs and chemicals — reference toxicants on the cell cultures of immortalized keratinocytes 
HaCaT, human fibroblasts, mouse mesenchymal stem cells and rat mononuclear leukocytes. The investigated 
drugs were representatives of different groups with different mechanisms of action (antibacterial, antiviral, 
antineoplastic, anti-inflammatory, analgesics, immunobiological drugs, cardiac glycosides). The high 
information content of the simultaneous use of a combination of fluorescent dyes (acridine yellow, DAPI, Actin 
red) for the detection of the main cytotoxic effects was established.

Keywords: in vitro toxicology, mononuclear leukocytes, HaCaT keratinocytes, fibroblasts, drugs.

Поступила 10.06.2021

УДК 615.451.13-092.9

Фармакотерапевтическая эффективность инфузионного 
раствора Реогемин при моделировании острой

кровопотери у кроликов

Бердина Е. Л., Гапанович В. Н.

Республиканское унитарное предприятие «Научно-практический центр ЛОТИОС», 
г. Минск, Республика Беларусь

Реферат. Одним из важнейших направлений современной медицины является совершен-
ствование комплексного лечения шока и кровопотери, а также гипоксических состояний раз-
личного генеза. Увеличение числа чрезвычайных и экстремальных ситуаций в нашей стране и 
за рубежом, возрастающий травматизм в очагах массового поражения определяют необходи-
мость использования инфузионно-трансфузионной терапии, направленной на коррекцию 
целого комплекса патологических изменений, возникающих в организме при шоке и кровопо-
тере, а также при большинстве тяжело протекающих комбинированных поражениях: ожоговой 
травме, сепсисе и других состояниях, обусловленных развитием эндогенной и экзогенной ин-
токсикацией. 

Сотрудниками государственного предприятия «НПЦ ЛОТИОС» совместно с НИИ ФХП 
БГУ и ОАО «Несвижский завод медицинских препаратов» разработан новый инфузионный 
полиионный препарат «Реогемин, раствор для инфузий» (Реогемин), обладающий выражен-
ными антигипоксическими и антиоксидантными, гемореологическими и дезинтоксикацион-
ными свойствами. 

В ходе изучения медико-биологических свойств Реогемина в рамках программы доклини-
ческих исследований была доказана его безопасность, хорошая био- и гемосовместимость. 
Лекарственное средство (ЛС) не проявляет аллергизирующего, эмбриотоксического, терато-
генного и мутагенного действия.

Полученные результаты явились экспериментальным обоснованием для оценки собствен-
но целевых свойств инфузионного ЛС Реогемин при его использовании для коррекции нару-
шений центральной гемодинамики и тканевого кровотока, водно-электролитного и кислотно-
щелочного гомеостаза при кровопотере до 25 % от ОЦК.

Ключевые слова: инфузионные растворы, Реогемин, Реамберин, доклинические исследо-
вания, кровопотеря.


