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Досліджено вплив похідного малеіміду (MІ-1, 1‑(4‑Cl‑бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-
діон), інгібітора VEGF‑R1,2,3, FGF-R1, EGF‑R(h), PDK1, Src(h), Syk(h), YЕS, ZAP70 тощо проте-
їнкіназ з антинеопластичною активністю, на морфофункціональний стан клітин крові. Показано, 
що МІ-1 в дозах 0,027 і 2,7 мг/кг (які пригнічують канцерогенез товстої кишки) після хронічного 
впливу (20 і 26 тиж) не змінює морфофункціональний стан еритроцитів у здорових щурів. Це 
підтверджується відсутністю різниці у концентрації гемоглобіну в крові, кількості еритроцитів, 
вмісту і концентрації гемоглобіну в еритроциті, гематокриту та середнього об’єму еритроцита 
і кількості ретикулоцитів в крові як після 20, так і 26 тиж впливу. У зазначених дозах МІ-1 не 
впливає на загальний вміст і склад лейкоцитів в крові (еозинофільних і нейтрофільних гранулоцитів, 
лімфоцитів, моноцитів) і не пригнічує тромбоцитопоез (кількість тромбоцитів залишається без 
змін). Відсутність негативного впливу МІ-1 на гемопоез не обмежує (з боку кровотворної системи) 
його застосування як сполуки з протипухлинною активністю
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ВСТУП

Похідне малеіміду (MІ-1, 1‑(4‑Cl‑бензил)-
3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон) 
створено in silico і синтезовано хіміко-біо-
логічним центром Київського національно-
го університету імені Тараса Шевченка як 
конкурентний інгібітор АТФ-зв’язувального 
сайту протеїнкіназ. МI-1 in vitro інгібує VE-
GF‑R1,2,3, PDK1, FGF-R1, YЕS, EGF-R(h), 
Src (h), ZAP70, Syk(h) тощо кінази і при-
гнічує проліферацію ракових клітин ліній: 
HCT-116 і SW‑620 (колоректального раку), 
MALME-3M й UACC (меланоми), A549/
ATCC та NCI‑H226 (недрібноклітинного 
раку легень) тощо [1]. У  дослідженнях in 
vivo доведено, що МІ-1 зменшує кількість 
пухлин та площу ураження товстої кишки за 
умов 1,2-диметилгідразин(ДМГ)-індукова-
ного колоректального раку, що cвідчить про 
протипухлинну активність [2]. Крім того, цій 
сполуці притаманні антиоксидантні власти-

вості [3] і низька токсичність щодо органів 
шлунково-кишкового тракту і печінки [2], 
нирок і підшлункової залози [4]. 

Зазначені протеїнкінази беруть участь у 
передачі сигналу в клітину у відповідь на дію 
цитокінів, які ініціюють проліферацію і ви-
живання та диференціювання різноманітних 
клітин різних тканин, в тому числі і гемо-
поетичних [5-7]. Введення протягом місяця 
здоровим щурам МІ-1 в дозах, які виявляють 
протипухлинний ефект, істотно не змінює 
кількість еритроцитів у крові, але впливає 
на середній об’єм еритроцитів, зменшує 
кількість лейкоцитів внаслідок зниження 
вмісту еозинофільних і нейтрофільних грану-
лоцитів та моноцитів. Кількість тромбоцитів 
не зазнає змін [8]. Дослідження впливу МІ‑1 
на клітини крові за умов ДМГ-індукованого 
раку товстої кишки показало, що ця сполука 
запобігає гемолізу еритроцитів індукованого 
ДМГ і канцерогенезом та повертає до норми 
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збільшену кількість моноцитів і тромбоцитів 
у крові [9]. Оскільки МІ‑1 є інгібітором про-
теїнкіназ залучених до гемопоезу, і змінює 
морфофункціональний стан клітин крові 
після введення протягом місяця та за умов 
хемоіндукованого раку товстої кишки, метою 
нашої роботи було проаналізувати ефекти 
МІ-1 на клітини крові здорових щурів за умов 
його хронічного введення. 

МЕТОДИКА

Досліди проведено на білих щурах-самцях 
(нащадках лінії Вістар розводки віварію 
Київського національного університету імені 
Тараса Шевченка) з початковою масою 180-
200 г, яких утримували в стандартних умовах 
віварію. Дослідження проведені відповідно 
до принципів біоетики, законодавчих норм та 
вимог, згідно з положеннями «Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, що 
використовуються для дослідних та наукових 
цілей» (Страсбург, 1986) і «Загальних етич-
них принципів експериментів на тваринах», 
ухвалених Першим Національним конгресом 
з біоетики (Київ, 2001). 

Досліджували вплив МІ‑1 на показники 
клітин крові щурів після 20 та 26 тиж дії. МІ-1 
розчиняли у 0,1 мл соняшникової олії в дозах 
0,027 і 2,7 мг/кг (що відповідає концентрації 
сполуки у крові 10-6 і 10‑4 моль/л) і вводили 
per os щоденно протягом 20 і 26 тиж. Вибрані 
дози пригнічували проліферацію пухлинних 
клітин in vitro на 50 та 90 % [1]. Контрольні 
групи щурів одержували 0,1 мл соняшнико-
вої олії та/або 0,1 мл фізіологічного розчину. 
За результатами статистичного аналізу по-
казники контрольних груп не відрізнялися 
(р>0,05). Тому їх об’єднали в дві контрольні 
групи (20 тиж – група І, 26 тиж – група ІV) для 
збільшення ймовірності виявлення різниці 
між показниками дослідних груп порівнянно 
з контрольною. Виходячи з цього, щури були 
поділені на 6 груп.

І серія досліду (20 тиж): I – контрольна 
група (n=15), ІІ – введення 0,027 мг/кг МІ-1 

(n=6), ІІІ – введення 2,7 мг/кг МІ-1 (n=5).
ІІ серія досліду (26 тиж): IV – контрольна 

група (n=16), V – введення 0,027 мг/кг МІ-1 
(n=8), VІ – введення 2,7 мг/кг МІ-1 (n=9).

Кров для аналізу у щурів І – ІІІ груп під 
ефірним наркозом забирали з пахової вени на 
21-му, у щурів ІV – VІ груп – на 27-му тижні. 
Показники крові (кількість еритроцитів, кон-
центрація гемоглобіну в крові, гематокрит, 
середній об’єм еритроцита – МСV, середній 
вміст гемоглобіну в еритроциті – МСН, се-
редня концентрація гемоглобіну в еритроциті 
– МСНС, кількість лейкоцитів і тромбоцитів) 
визначали загальноприйнятими методами. 
Диференціальний аналіз лейкограм здійс-
нювали на мазках крові, забарвлених за 
Паппенгеймом, підраховуючи 200 лейкоцитів 
(еозинофільні і нейтрофільні гранулоцити, 
лімфоцити, моноцити).

Статистичну обробку результатів викону-
вали за допомогою SPSS 16,0 для Windows. За 
результатами тесту Шапіро-Уілка встановле-
но, що показники крові щурів мають ненор-
мальний розподіл в одній із груп порівняння, 
тому для оцінки різниці між їх значеннями 
використовували критерій Крускала–Уоллі-
са для множинних порівнянь з подальшим 
застосуванням непараметричного критерію 
Манна–Уітні [10]. Обчислювали медіану, 25-й 
і 75-й процентилі, найбільше і найменше зна-
чення у групах. Порівнювали показники груп 
після впливу МІ-1 з контролем (2 попарних 
порівняння). Різницю вважали вірогідною 
при Р<0,025. Кількість тромбоцитів у групах 
має нормальний розподіл і однакові дисперсії 
(за тестом Levene), тому різницю оцінювали 
за результатами однофакторного дисперсій-
ного аналізу (one-way ANOVA) з подальшим 
використанням тесту Даннета. Різницю вва-
жали вірогідною при Р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Показано (рис. 1), що концентрація гемогло-
біну в крові, кількість еритроцитів, вміст і 
концентрація гемоглобіну в еритроциті, гема-
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токрит та середній об’єм еритроцита не зазна-
ють істотних змін (Р>0,05) після впливу МІ-1 
в дозах 0,027 і 2,7 мг/кг протягом 20 і 26 тиж. 
Не змінюється також кількість ретикулоцитів 
в крові (рис.  2). Тобто МІ-1 у досліджених 

дозах не пригнічує еритропоез. Відомо, що 
PDK1-кіназа потрібна для проліферації ге-
мопоетичних клітин і їх диференціювання у 
еритроїдному і мієлоїдному напрямках [11], 
а її інгібування зменшує кількість цих клітин. 

Рис. 1. Морфофункціональна характеристика еритроцитів крові щурів у нормі (1) та за умов впливу похідного малеіміду 
(МІ-1) в дозах 0,027 (2) і 2,7 (3) мг/кг протягом 20 та 26 тиж: а – гемоглобін, б – еритроцити, в – середній вміст гемогло-
біну в еритроциті МСН; г – середня концентрація гемоглобіну в еритроциті МСНС; д – гематокрит; е – середній об’єм 
еритроцита MCV

а б

в г

д е

1
2

3

x 1012/л

тиж тиж

тижтиж

тиж тиж



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2015, Т. 61, № 474

У активацію PDK1‑кінази залучена Src-кіназа 
[12]. Гіперактивація однієї із Src‑кіназ Lyn 
призводить до експансії еритропоезу в кістко-
вому мозку і селезінці, гемолізу еритроцитів 
та розвитку анемії. Зниження експресії цієї 
кінази пригнічує диференціювання і затри-
мує дозрівання гемопоетичних клітин в ери-
троїдному напрямку наслідком чого також є 
виникнення анемії [13]. 

Введення МІ-1 протягом місяця в дозах, 
які пригнічують проліферацію пухлинних 
клітин, призводить до тенденції збільшення 
cереднього об’єму еритроцитів [8], але такі 
зміни не є клінічно значимими. Після хроніч-
ного впливу цієї сполуки змін кількості та 
морфофункціонального стану еритроцитів 
не виявлено, що свідчить про відсутність 
її впливу на еритропоез. МІ-1 не викликає 
гемолізу еритроцитів, що підтверджується 
нормальною кількістю ретикулоцитів у кро-
ві та результатами біохімічних досліджень 
[14] – концентрація непрямого білірубіну не 
збільшується. 

МІ-1 не впливає на загальний вміст і склад 
лейкоцитів в крові (таблиця) (Р>0,05  порів-
няно з контролем), тобто у зазначених дозах 
після тривалого впливу не пригнічує лейко-
поез. У наших попередніх дослідженнях [8] 
показано, що після введення протягом місяця 
МІ-1 грануло- і моноцитопоез пригнічуються, 

що є свідченням негативного ефекту цієї спо-
луки для організму. Оскільки після хронічно-
го впливу МІ-1 таких змін немає, що підтвер-
джується результатами досліджень після 20 
та 26 тиж дії (див. таблицю), то це свідчить 
про „транзиторний” пригнічувальний ефект 
після впливу цієї речовини протягом місяця 
і адаптацію лейкопоезу за умов тривалої дії.

Протеїнкінази PDK1, YЕS, Src (h), ZAP70, 
Syk(h), VEGF‑R1,2,3, FGF-R1 (які інгібує 
МІ-1) задіяні у проліферації гемопоетичних 
стовбурових клітин і потрібні не тільки для 
кінцевого диференціювання у лейкоцити [5‑7, 
11], а й для їх функціонування [15, 16]. 

„Базальна” активність мієлопоезу у 
здорових щурів не реагує на вплив цього 
інгібітора у зазначених дозах (див. рис. 1, 
табл). Але за умови його активації (напри-
клад, внаслідок канцерогенезу) вищезгадані 
протеїнкінази є гіперактивовані [7, 15]. 
Ймовірно, що за цих умов і проявляється 
нормалізувальна антипроліферативна дія 
МІ-1. Останнє підтверджується результатами 
наших досліджень за умов ДМГ-індукованого 
канцерогенезу кишечника у щурів, при якому 
збільшується кількість моноцитів у крові і 
нормалізується після дії МІ-1 [9]. Ще одним 
доказом антипроліферативного впливу МІ-1 
на неопластичні клітини моноцитарного 
напрямку диференціювання U937 є пригні-
чення мітотичної активності за допомогою 
переключення із проліферативного пулу G2/
M+S до пулу проліферативного спокою Go/
G1 і активація апоптозу [17]. 

Результати наших досліджень збігаються 
з даними інших дослідницьких груп. Так, 
синтетичний інгібітор PDK1/АКТ кінази 
KP372-1 також пригнічує проліферацію 
клітин гострої мієлоїдної і мієло-моноци-
тарної лейкемій, при цьому такий ефект на 
СD34+ гемопоетичних клітинах відсутній 
[18]. Інгібування Syk-кінази дає обнадійливі 
результати для лікування гострої мієлоїдної 
(особливо моноцитарного напрямку дифе-
ренціювання) та лімфоїдної лейкемій [19].

МІ-1 не змінює кількість тромбоцитів 

Рис. 2. Кількість ретикулоцитів у крові щурів у нормі (1) 
та за умов впливу похідного малеіміду (МІ‑1) в дозах 0,027 
(2) і 2,7 (3) мг/кг протягом 20 та 26 тиж
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у крові після хронічного впливу протягом 
20 та 26 тиж, що підтверджується відсут-
ністю різниці між значеннями дослідних і 
контрольної груп як за результатами тесту 
Манна–Уітні, так і тесту Даннета (Р>0.05, 
рис. 3). Не було зареєстровано змін морфо-
функціонального стану тромбоцитів після 
впливу МІ-1 протягом місяця [8]. Водночас, 
проліферація і диференціювання тромбоци-
тарної ланки кровотворення [20], так само як 
і еритроцитарної і лейкоцитарної, залежать 
від активності протеїнкіназ, які інгібує МІ-1. 
Досліджені дози препарату не впливають на 
тромбоцитопоез здорових щурів, хоча норма
лізують кількість тромбоцитів за умов його 
активації канцерогенезом [9].

Таким чином, МІ-1 в дозах 0,027 і 2,7 мг/кг 
(які пригнічують канцерогенез товстої киш-
ки) після хронічного впливу (20 і 26 тиж) на 
здорових щурів не викликає змін морфофунк-
ціонального стану еритроцитів і кількості ре-
тикулоцитів в крові; не впливає на загальний 
вміст і склад лейкоцитів в крові (еозинофіль-
них і нейтрофільних гранулоцитів, лімфоцитів, 
моноцитів); не пригнічує тромбоцитопоез 
(кількість тромбоцитів залишається без змін).

Отже, відсутність негативного впливу 
МІ-1 на гемопоез не обмежує (з боку кро-
вотворної системи) його застосування як 
сполуки з протипухлинною активністю. 

И.В. Белинская, О.В. Линчак, С.Н. Цивинская, 
В.К. Рыбальченко

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕ
РИСТИКА КЛЕТОК КРОВИ ПРИ ХРОНИ-
ЧЕСКОМ ВОЗДЕЙСТВИИ ПРОИЗВОДНО-
ГО МАЛЕИМИДА - ИНГИБИТОРА  
ПРОТЕИНКИНАЗ

Исследовано влияние производного малеимида (MI-1, 
1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-фениламино)-1Н-пиррол-
2,5-дион), ингибитора VEGF‑R1,2,3, FGF-R1, EGF‑R(h), 
PDK1, Src(h), Syk(h), YЕS, ZAP70 и др. протеинкиназ 
с антинеопластической активностью на клетки крови. 
Показано, что МІ-1 в дозах 0,027 и 2,7 мг/кг (которые 
супрессируют канцерогенез толстого кишечника) после 
хронического воздействия (20 и 26 нед) не вызывает 
изменений морфофункционального состояния эритроци-
тов у здоровых крыс. Это подтверждается отсутствием 
разницы в концентрации гемоглобина в крови, количестве 
эритроцитов, содержании и концентрации гемоглобина в 
эритроците, гематокрите и среднего объема эритроцита, 
а также количестве ретикулоцитов в крови как после 20, 
так и 26 нед воздействия по сравнению с контрольной 
группой. В указанных дозах МІ-1 не влияет на общее 
содержание и состав лейкоцитов в крови (эозинофильных 
и нейтрофильных гранулоцитов, лимфоцитов, моноцитов) 
и не угнетает тромбоцитопоэз (количество тромбоцитов 
не изменяется). Отсутствие негативного влияния этого 
соединения на гемопоэз не ограничивает (со стороны 
кровотворной системы) его применения как соединения 
с противоопухолевой активностью. 
Ключевые слова: производное малеимида; ингибитор 
протеинкиназ; эритроциты; лейкоциты; тромбоциты. 

I.V. Byelinska , O.V. Lynchak , S.M.Tsyvinska,  
V.K. Rybalchenko

MORPHOFUNCTIONAL STATE OF BLOOD 
CELLS AFTER CHRONIC EXPOSURE 
OF THE PROTEIN KINASES INHIBITOR 
MALEIMIDE DERIVATIVE 

The effect of the protein kinases inhibitor maleimide derivative 
( MI- 1, 1‑(4-Cl-benzyl)-3-Cl-4-(CF3-phenylamino)-1H-
pyrrole-2,5-dione), inhibitor of VEGF‑R1,2,3, FGF-R1, 
EGF‑R(h), PDK1, Src(h), Syk(h), YЕS, ZAP70 et al. with 
antineoplastic activity, on blood cells parameters of rats after 
chronic exposure has been studied. Administration of MI-1 at 
doses 0.027 and 2.7 mg/kg (suppress colon carcinogenesis) 
for 20 and 26 weeks does not affect the morphofunctional 
state of red blood cells in healthy rats. This is confirmed by 
the lack of differences in the concentration of hemoglobin in 
blood, red blood cells count, mean corpuscular hemoglobin 
and mean corpuscular hemoglobin concentration, hematocrit 
and mean corpuscular volume, and the number of reticulocytes 

x 109/л

1
2

3

Рис. 3. Кількість тромбоцитів у крові щурів у нормі (1) та 
за умов впливу похідного малеіміду (МІ‑1) в дозах 0,027 
(2) і 2,7 (3) мг/кг протягом 20 та 26 тиж

Морфофункціональна характеристика клітин крові за умов хронічного впливу похідного малеіміду - інгібітора протеїнкіназ

тиж
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in blood after 20 and 26 weeks of exposure compared with the 
control group. MI-1 at indicated doses does not influence total 
leukocytes count and content (eosinophilic and neutrophilic 
granulocytes, lymphocytes, monocytes) and does not inhibit 
thrombocytopoiesis (platelet count remains unchanged).
No negative effect of MI-1 on hematopoiesis is not limited (by 
the hemopoietic system) use of this compound as a potential 
antitumor drug
Key words: maleimide derivative; protein kinases inhibitor; 
erythrocytes; leukocytes; platelets.
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