
44 КЛІНІЧНА ФАРМАЦІЯ, 2005 - Т.9, №2 

ДОСЛІДЖЕННЯ МУТАГЕННИХ ВЛАСТИВОСТЕЙ НОВОЇ 
ПРОТИСУДОМНОЇ СУБСТАНЦІЇ ДИБАМКУ 

Л.В.Яковлева, С.О.Мачуліна 

Національний фармацевтичний університет 

Ключові слова: епілепсія; протисудомні засоби; дибамк; мутагенні властивості 

Викладені результати вивчення мутагенних властивостей нової протисудомної субстанції дибамку. 
Дослідження проведено трьома методами: методом обліку хромосомних аберацій, у тесті домінан
тних летальних мутацій та методом рецесивних летальних мутацій. Результати дослідження 
свідчать про відсутність мутагенної активності субстанції дибамку: вона не викликає збільшення 
частоти хромосомних аберацій і процесів порушення клітинного поділу в ана-телофазах кісткового 
мозку мишей та щурів; не індукує домінантну летальність у зародкових клітинах щурів; не викликає 
підвищення спонтанного рівня рецесивних, пов'язаних зі статтю летальних мутацій. Таким чином, 
субстанція дибамку не виявляє мутагенної активності, що вказує на перспективність поглибленого 
вивчення та створення на її основі нового протисудомного засобу для лікування епілепсії. 

Проблема створення нових 
протисудомних засобів ви

знана однією з актуальних про
блем в усьому світі. Це пояс
нюється збільшенням останнім ча
сом захворювань, які супровод
жуються судомами [2, 9]. Підви
щення захворюваності на епілеп
сію спричиняють погіршення еко
логічного оточення, інтенсифіка
ція способу життя, емоційні, пси
хічні та фізичні перевантаження. 

За оцінками ВООЗ на сьогодні 
в світі налічується понад 40 міль
йонів осіб, які страждають на епі
лепсію. У середньому за даними 
світової статистики розповсюдже-
ність епілепсії та епілептичних 
нападів складає 1,0%, а в попу
ляції дітей та підлітків — близько 
4,0%. Актуальною є проблема 
епілепсії і для України, де захво
рюваність дітей на епілепсію у 
2000 р. становила 0,36% [8]. 

За сучасними уявленнями епі
лепсія є хронічним захворюван
ням головного мозку, на різних 
рівнях якого формується епілеп
тична активність, яка детермінує 
епілептичну хворобу. Захворюван
ня часто носить хронічний харак

тер, що вимагає тривалої терапії 
(від 6 місяців до декількох років, 
а іноді й протягом усього життя) 
протиепілептичними (передусім, 
протисудомними) засобами. 

На цей час найбільш широко 
вживаними протиепілептичними 
засобами є вальпроєва кислота 
(депакін, конвульсофін) та карба-
мазепін (фінлепсин, тегретол, ти-
моніл). Доведена їх виражена клі
нічна ефективність при різних фор
мах епілептичних нападів [2, 12, 
15]. Недоліками цих препаратів є 
розвиток тяжких побічних реак
цій та ускладнень, що значно об
межує їх тривале застосування у 
клінічній практиці [3]. Крім того, 
встановлено, що ефективне та без
печне використання протисудом
них препаратів у клініці вимагає 
їх періодичної зміни. До того ж 
бажано мати прості за техноло
гією виробництва та рентабельні 
протисудомні препарати, які бу
ли б доступні для широкого кола 
пацієнтів. У зв'язку з вищевикла-
деним проблема створення нових 
більш ефективних та менш ток
сичних лікарських засобів для лі
кування епілепсії є актуальною. 

До перспективних сполук у 
цьому аспекті належать похідні 
малонової кислоти, які виявля
ють протисудомну, спазмолітич
ну, протизапальну та інші види 
фармакологічної активності. 

На кафедрі фармацевтичної хі
мії Національного фармацевтич
ного університету синтезовано суб
станцію дибамку (похідне 2-карб-
оксифеніламіду малонової кисло
ти), яка виявляє виразну проти
судомну активність, має низькі 
показники токсичності, що свід
чить про перспективність ство
рення на основі отриманої суб
станції нового протиепілептично-
го засобу [10, 11, 13, 14]. 

Фармакологічними досліджен
нями, проведеними в НФаУ, вста
новлена протисудомна дія суб
станції дибамку на експеримен
тальних моделях судомного ста
ну у щурів, викликаного різними 
чинниками. 

Таким чином, вищенаведене 
свідчить про виражену протису
домну дію субстанції дибамку в 
експериментальних умовах та пер
спективність поглибленого вив
чення та створення на її основі 
нового протисудомного засобу для 
лікування епілепсії. 
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науково-дослідної лабораторії Національного фармацевтичного 
університету (м. Харків) 



ДОКЛІНІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ 45 

Таблиця 1 
Частота хромосомних аберацій у клітинах кісткового мозку мишей 

при уведенні субстанції дибамку в дозі 1000 мг/кг (п=20) 

Показники 

. . .'. 0. 

"У\ Групи тварин 
Показники 

. . .'. 0. 
Інтактний контроль через 6 год після 

введення препарату 
через 24 год гнс-ля 

введення препарату 
через 48 год після 

введення препарату 

Кількість тварин 5 5 5 5 

Кількість проаналізованих клітин 1000 1000 1000 1000 

Фрагменти, % 0,9±0,42 1,4+0,42* 1,2+0,27 0,8+0,45 

Хромосомні мости, % 2,5±1,12 2,5+0,61 2,0+0,79 2,3+0,84 

Хроматидні мости, % 1,3+0,57 1,6±0,42 1,3+0,27 1,3+0,57 

Кількість власне аберацій, % 4,7+1,15 5,5+0,79 4,5±1,0 4,4±0,96 

Злипання хромосом, % 1,6+0,42 2,0+0,87 1,8±0,84 1,5±0,61 

Відставання хромосом, % 0,4±0,42 0,7+0,57 0,6+0,42 0,5±0,35 

Сукупна кількість порушень, % 6,7+1,72 8,2+1,35* 6,9+1,92 6,4+1,24 

Мітотичний індекс 1,7±0,47 1,8+0,31 1,6±0,21 1,7+0,48 

Примітка: * — відхилення вірогідне по 
України необхідною умовою ком
плексу досліджень специфічної 
токсичності є вивчення мутаген
ної дії препарату, що стало метою 
нашої роботи. 

Дослідження мутагенної актив
ності субстанції дибамку прове
дене в ЦНДЛ НФаУ на щурах 
обох статей та мишах. За мето
дом обліку хромосомних аберацій 
(ХА) у клітинах кісткового мозку 
досліджено вплив препарату на 
соматичні клітини [1]. Чутливість 
статевих клітин до препарату ви
вчена в тесті домінантних леталь
них мутацій (ДЛМ) в клітинах 
змішаної генерації сперматоген-
ного епітелію [4]. На дрозофілах 
за методом рецесивних леталь
них мутацій було вивчено мож
ливість препарату викликати ген
ні мутації [5]. 

Матеріали та методи 

Для вивчення цитогенетичної 
активності субстанції дибамку бу
ли проведені експерименти в умо
вах гострого та підгострого вве
дення. Ці два тести дозволяють 
оцінити як потенційні мутагенні 
властивості препарату (коротко
строкове введення), так і його 
вплив на генетичний апарат при 
його тривалому введенні. 

Експерименти для досліджен
ня потенційних мутагенних влас-

відношенню до групи інтактного контролю, 

тивостей субстанції дибамку на 
рівні 10 умовно терапевтичних 
доз (УТД) були проведені на ми
шах в умовах гострого експери
менту. Для цього субстанцію вво
дили внутрішньошлунково в дозі 
1000 мг /кг одноразово. Через 6, 
24, 48 год проводили евтаназію 
тварин згідно з вимогами та прин
ципами біоетики і виймали стег
нову кістку. Після проводки фік
сованих кісток через спирти зро
стаючої концентрації з кісткового 
мозку готували тимчасові давлені 
препарати, які фарбували розчи
ном ацетокарміну. Облік частоти 
ХА проводили ана-телофазним ме
тодом, який дозволяє зареєстру
вати власне ХА, в тому числі й 
порушення на рівні хроматид, а 
також злипання та відставання 
хромосом, пов'язаних з порушенням 
структури клітинних мембран і 
одночасно зареєструвати рівень 
проліферативної активності (мі
тотичний індекс) [6]. 

В умовах підгострого досліду 
щурам самцям вводили субстан
цію дибамку в дозі 100 мг /кг та 
1000 мг/кг протягом 1 міс. Піс
ля закінчення експерименту про
водили евтаназію тварин згідно з 
вимогами та принципами біоети
ки, виймали стегнову кістку і го
тували та оцінювали препарати 
за вищевказаною схемою. 

р<0,05 

Генетичні зміни в статевих клі
тинах досліджували методом до
мінантних летальних мутацій. У 
дослідах використовували щурів 
самців, яким вводили субстанцію 
внутрішньошлунково протягом 5 
днів на тиждень у продовж 2,5 
місяців. Після цього до кожного 
самця підсаджували по 3 віргінні 
самки на 1 тиждень. Тривалість 
експерименту охоплювала усі ста
дії сперматогенезу у щурів, тобто 
8 тижнів. Самок щурів розтинали 
на 20 день вагітності і підрахову
вали кількість живих і мертвих 
ембріонів (табл. 3). 

Сутність методу обліку реце
сивних летальніх мутацій у Dro-
sophila melanogaster полягає в тому, 
що оцінюється здатність препара
ту індукувати в Х-хромосомі (хро
мосома-1) самців рецесивні леталь
ні мутації, що через самок першо
го покоління передаються самцям 
другого покоління. Завдяки лінії 
аналізатора, яка має видимі мута
ції і відрізняється від ліній дикого 
типу, можна візуально провести 
аналіз нащадків кожної особини. 

В експерименті були використа
ні дві лінії: Мелер-5 — тестерна 
лінія та Conton-S — дослідна лі
нія. Препарат вводили в поживне 
середовище. Спочатку визначали 
ЛДбо субстанції дибамку. За робо
чу дозу було прийнято 40 мг /мл . 
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Таблиця 2 
Частота хромосомних аберацій у клітинах кісткового мозку 

щурів самців при уведенні субстанції дибамку (п=18) 

Показники 

Групи тварин 

Показники Інтактний 
контроль 

Субстанція дибамку Показники Інтактний 
контроль 1000 мг/кг 100 мг/кг 

Кількість тварин 6 6 6 

Кількість проаналізованих клітин 1200 1200 1200 

Фрагменти, % 0,6+0,88 0,8+0,52 0,8+0,41 

Хромосомні мости, % 0,9+0,58 0,8+0,82 0,8+0,42 

Хроматидні мости, % 0,6+0,20 0,9±0,86 0,8+0,42 

Кількість власне аберацій, % 2,1±0,58 2,6±0,86 2,3+0,65 

Злипання хромосом, % 0,4+0,38 0,5+0,45 0,5+0,45 

Відставання хромосом, % 0,3±0,27 0,4+0,38 0,4+0,20 

Сукупна кількість порушень, % 2,8+0,88 3,5±0,84 3,3+0,76 

Потім самців дикого типу, які 
отримали таку дозу субстанції ди
бамку схрещували з самками Ме-
лер-5. Якщо в Х-хромосомі самців 
була рецесивна деталь, то в друго
му поколінні серед нащадків гетеро
зиготних самок, які, в свою чергу, 
були схрещені з самцями Мелер-5, 
не повинно бути самців дикого типу. 
У другому поколінні підраховували 
загальну кількість пробірок без сам

ців дикого типу. Кількість культу-
ральних пробірок становить число 
проаналізованих Х-хромосом самців, 
які отримували субстанцію дибам
ку. Отримані результати обробля
ли статистичними методами [7]. 

Результати та їх 
обговорення 

Дослідження мутагенних вла
стивостей нової протисудомної суб-

Таблиця З 
Частота домінантних летальних мутацій у щурів 

при уведенні субстанції дибамку (п=52) 

Показники 

Групи тварин 

Показники Інтактний 
контроль 

Субстанція дибамку Показники Інтактний 
контроль 1000 мгДг 100 мг/кг 

Число спостережень 14 18 20 

КІЛЬКІСТЬ жовтих Тіл 9,8±1,48 10,1+2,1 9,0+1,43 

Кількість місць імплантації 8,4+1,99 8,8±1,50 8,4+1,54 

Загальна ембріональна ле
тальність, % 15,1 (0+38,0) 12,9 (0+31,3) 9,0 (0^25,0) 

Доімплантаційна загибель 
плодів, % 6,9 (0+25) 11,2 (0+22,5) 7,0 (0+25,0) 

Постімплантаційна загибель 
плодів, % 9,0 (0+27,3) 1,9 (0+12,5) 2,1 (0+14,9) 

Число живих плодів на 1 самку 8,36+1,95 8,7+1,53 8,2+1,68 

Частота домінантних леталь
них мутацій - 0 0 

Маса плодів 2,4±1,60 2,6±1,35 2,6+1,23 

Розміри плодів 3,1±0,26 3,2±0,25 3,3+0,15 

станції дибамку методом обліку 
хромосомних аберацій показали, 
що при одноразовому введенні 
дибамку мишам через 6 год спос
терігали незначний рівень підви
щення частоти ХА, головним чи
ном за рахунок підвищення кіль
кості фрагментів (табл. 1). Так, 
при тій же експозиції препарату 
зареєстровано збільшення кіль
кості злипань хромосом, пов'яза
не з впливом препарату на ціліс
ність клітинних мембран. Однак 
через 24 та 48 год кількість ХА у 
мишей знижувалась до рівня ін
тактного контролю. Виявлене під
вищення частоти ХА не переви
щує популяційних коливань цьо
го показника і тому не може вва
жатися значущим. 

При введенні субстанції ди
бамку щурам самцям протягом 1 
місяця у клітинах кісткового моз
ку також не спостерігалося будь-
яких суттєвих порушень, які б 
вказували на пошкодження хро
мосом (табл. 2). 

Слід звернути увагу на те, що 
при обліку мітотичного індексу 
при дослідженні субстанції ди
бамку на рівні 1000 мг/кг у 4-х 
тварин з 6-ти відмічали атипові 
мітози, що свідчить про вплив 
препарату на мембрани клітин 
ссавців. Однак при дослідженні 
препарату в дозі 100 мг/кг під
вищення частоти ХА та будь-яких 
порушень мітозу не зареєстровано. 

Таким чином, можна зробити 
висновок про відсутність- мута
генного впливу субстанції дибам
ку на соматичні та генеративні 
клітини щурів та мишей в умовно 
терапевтичній дозі. 

Домінантні мутації — генетич
ні зміни в статевих клітинах бать
ківських особин, які призводять 
до загибелі нащадків першого по
коління на ембріональних стадіях 
розвитку. Мутагенний ефект ви
являється в підвищенні ембріо
нальної смертності нащадків пер
шого покоління в період до і після 
імплантації [1]. 

Вивчення мутагенної дії за ме
тодом обліку домінантних леталь
них мутацій показало, що відсо
ток усіх видів ембріональної заги
белі плодів не перевищував кон
трольні значення. Одержані від 
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Таблиця 4 
Вивчення рецесивних летальних мутацій в Х-хромосомах самців дрозофіли 

Препарат, 
концентрація, мг/мл 

Стадія спермато
генезу 

Число вивчених 
хромосом 

Рецесивні леталі число 
проаналізованих 
хромосом, %ІШ 

Ступінь мутаген
ного ефекту 

Інтактний контроль премейотична 1004 0,0996+0,09 0 

Субстанція дибамку 40 мг/мл премейотична 1006 0,1988+0,14 0 

самок ембріони дослідної групи 
також не відрізнялись від ембрі
онів контрольної групи ні за роз
мірами, ні за масою. Підвищення 
частоти ДЛМ під впливом суб
станції дибамку зареєстроване не 
було, що засвідчує відсутність у 
препарату мутагенних властиво
стей. 

Таким чином, при дослідженні 
субстанції дибамку в тесті ДЛМ при 
введенні в дозі 1000 та 100 мг/кг 
протягом 2,5 місяців було вста
новлено, що препарат не здатний 
викликати порушення в статевих 
клітинах експериментальних тва
рин (табл. 3). 

Результати експерименту мето
дом обліку рецесивних летальних 
мутацій у Drosophila melanogas-
ter, наведені у табл. 4, також по
казали відсутність мутагенного 
ефекту у субстанції дибамку. 

Таким чином, отримані ре
зультати свідчать про відсутність 
мутагенних властивостей у суб
станції дибамку. 

ВИСНОВКИ 
1. Нова протисудомна субстан

ція з робочою назвою "Дибамк" 
не викликає підвищення спонтан
ного рівня рецесивних, пов'яза
них зі статтю летальних мутацій 
у дрозофіли. 

2. Засіб не викликає збільшен
ня частоти хромосомних аберацій 
і процесів порушення клітинного 
поділу в ана-телофазах кістково
го мозку мишей та щурів і не 
виявляє проліферативної актив
ності. 

3. Субстанція дибамку не ін
дукує домінантну летальність у 
зародкових клітинах щурів. 

Таким чином, у дослідах in 
vivo субстанція дибамку не вияв
ляє мутагенної активності, що вка
зує на перспективність поглибле
ного вивчення та створення на її 
основі нового протисудомного за
собу для лікування епілепсії. 
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