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МЕГАКАРІОЦИТОПОЕЗ ЩУРІВ ПІД ВПЛИВОМ ІНГІБІТОРА ПРОТЕЇНКІНАЗ  
ПОХІДНОГО МАЛЕІМІДУ З ПРОТИПУХЛИННОЮ АКТИВНІСТЮ 

 
Досліджено вплив інгібітора протеїнкіназ похідного малеіміду МІ-1 (1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-

2,5-діон) з протипухлинною активністю у дозах, які у п'ять і десять разів перевищують ефективну протипухлинну, 
на морфофункціональний стан мегакаріоцитів кісткового мозку і кількість тромбоцитів у крові щурів за умов підго-
строго впливу. Встановлено, що під впливом МІ-1 у дозі 2,7 мг/кг (умовно ефективна) протягом 14 діб кількість тромбо-
цитів у крові і мегакаріоцитів, які утворюють тромбоцити, у кістковому мозку не відрізняється від контрольної 
групи. Збільшення дози МІ-1 у п'ять і десять разів (13,5 і 27 мг/кг, відповідно) призводить до зменшення кількості тром-
боцитів у крові (p=0.012 і p=0.027, відповідно) без змін кількості мегакаріоцитів у кістковому мозку порівняно з контролем. 
Аналіз морфофункціонального стану мегакаріоцитів під впливом МІ-1 у 10-кратній дозі свідчить про збільшення не-
зрілих промегакаріоцитів, гіпосегментованих і мікромегакаріоцитів на тлі зменшення зрілих поліхроматофільних і 
оксифільних мегакаріоцитів та гігантських і гіперсегментованих клітин. Виявлені зміни мегакаріоцитопоезу за 
впливу МІ-1 у 10-кратній від ефективної дозі свідчать про затримку диференціювання мегакаріоцитів, що й обумов-
лює зменшення продукції тромбоцитів і, разом із їх концентруванням у зонах порушення мікроциркуляції у різних тка-
нинах,призводить до тромбоцитопенії у крові.  
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Вступ. Створення нових сполук з протипухлинною 

активністю і низькою токсичністю залишається пріори-
тетним напрямком досліджень у біології і медицині. Од-
ним із способів регуляції проліферативної активності 
пухлинних клітин є пригнічення функціонально активних 
ферментів-кіназ, які забезпечують їх виживання і некон-
трольований поділ, за допомогою так званих цільових 
(таргетних) препаратів. Прикладом такої успішної регу-
ляції є застосування в клінічній практиці інгібіторів хіме-
рної BCR/ABL-кінази іматинібу [1,2], бозутинібу [3] і ні-
лотинібу [4] за хронічної мієлоїдної лейкемії, тирозинкі-
нази Брутона ібрутинібу [5] за хронічної лімфоцитарної 
лейкемії, Янус(Jak)-кіназ руксолютинібу [6] за мієлопро-
ліферативних захворювань та інших. Перевагами цих 
препаратів є їх висока ефективність і низька токсич-
ність. Але, висока вартість таких препаратів та розвиток 
стійкості лейкемічних клітин до них [7, 8] спонукає до-
слідників до пошуку нових сполук з аналогічною актив-
ністю і доступністю для населення України [9, 10]. 

Похідне малеіміду (MІ-1, 1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-
феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон) створено insilico і синте-
зовано на хімічному факультеті Київського національ-
ного університету імені Тараса Шевченка як конкурент-
ний інгібітор АТФ-зв'язувального сайту протеїнкіназ.  
МI-1 invitro інгібує VEGF-R1,2,3, PDK1, FGF-R1, YЕS, 
EGF-R(h), Src (h), ZAP70, Syk (h), тощо кінази 
(ProQinaseGmbH, Germany) та пригнічує проліферацію 
ракових клітин ліній: HCT-116 і SW-620 (колоректально-
го раку), MALME-3M й UACC (меланоми), A549/ATCC та 
NCI-H226 (недрібноклітинного раку легень) тощо [11]. 
У дослідженнях invivo доведено, що МІ-1 зменшує кіль-
кість пухлин та площу ураження товстої кишки за умов 
1,2-диметилгідразин(ДМГ)-індукованого колоректально-
го раку, що cвідчить про його протипухлинну активність 
[12-14] і нормалізує за цих умов кількість моноцитів та 
тромбоцитів у крові, а також запобігає розвитку анемії 
[15]. Крім того, цій сполуці в ефективній дозі притаманні 
антиоксидантні властивості [16, 17], відсутність гемато-
токсичності [18], і низька токсичність щодо органів шлу-
нково-кишкового тракту і печінки [12], нирок і підшлун-
кової залози [19, 20].  

Оскільки зазначені протеїнкінази беруть участь у 
передачі сигналу в клітину у відповідь на дію факторів-
росту, які ініціюють проліферацію і диференціювання 
гемопоетичних клітин [21-23], а хронічний вплив МІ-1 у 
дозах, в яких пригнічує ріст пухлин, не викликає змін 
гемопоезу, як видно із результатів наших попередніх 
досліджень[18], метою даної роботи було проаналізува-
ти ефекти МІ-1 на кількість тромбоцитів у крові і мор-

фофункціональний стан мегакаріоцитів у кістковому 
мозку у дозах, які перевищують ефективну протипух-
линну у п'ять та десять разів. 

Матеріали та методи.Досліди проведено на29 білих 
щурах-самцях (лінія Вістар розводки віварію Київського 
національного університету імені Тараса Шевченка) з 
початковою масою 140160 г, яких утримували в станда-
ртних умовах віварію. Дослідження проведені відповідно 
до принципів біоетики, законодавчих норм та вимог, згід-
но з положеннями "Європейської конвенції про захист 
хребетних тварин, що використовуються для дослідних 
та наукових цілей" (Страсбург,1986) і "Загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах", ухвалених Пер-
шим Національним конгресом з біоетики (Київ, 2001). 

Досліджували кількість тромбоцитів у крові щурів і 
мегакаріоцитів у кістковому мозку після впливу протя-
гом 14 діб МІ-1 у ефективній, п'ятикратній та десятикра-
тній дозах(2,7; 13,5 і 27 мг/кг). МІ-1 розчиняли у 0,1 мл 
соняшникової олії, яка містила 15 % ДМСОі вводили per 
os щоденно протягом 14 діб у дозах: 

– 2,7 мг/кг (умовно ефективна, відповідає концент-
рації у крові 110-4 моль/л за умов повного всмокту-
вання) (n=5);  

– 13,5 мг/кг (п'ятикратна від ефективної, 510-4 моль/л 
у крові) (n=8);  

– 27 мг/кг (десятикратна від ефективної, 1010-4 моль/л 
у крові) (n=8). МІ-1 у дозі 2,7 мг/кг invivo пригнічує ріст 
пухлин товстої кишки на 40 %, так само які і  
5-фторурацил [12, 13, 24]. Щурам контрольної групи 
(n=8) вводили per os 0,1 мл соняшникової олії, яка міс-
тила 15 % ДМСО. 

Кров для аналізу у щурів після CO2-інгаляційної ев-
таназії забирали з пахової вени через 24 годи після 
останнього введення досліджуваних речовин. Кількість 
тромбоцитів у крові і мегакаріоцитів у кістковому мозку 
визначали загальноприйнятими методами [25]. Для 
одержання кісткового мозку у щурів виділяли стегнові 
кістки і відсікали епіфізи, з однієї – вимивали вміст діа-
фізів 3 % оцтовою кислотою та підраховували кількість 
мегакаріоцитів у камері Горяєва, з іншої –виготовляли 
мазки, забарвлювали за Паппенгеймом і аналізували 
100 мегакаріоцитів. Клітини поділяли – за ступенем 
зрілості на: промегакаріоцити, базофільні, поліхромато-
фільні, оксифільні мегакариоцити (за спорідненістю до 
кислих та основних барвників), вільні ядра мегекаріоци-
тів; за особливостями будови: мікромегакаріоцити (клі-
тини не більше 40 мкм), гіпосегментовані мегакаріоцити 
з 1-5-сегментами ядра, гіперсегментовані мегакаріоци-
ти (16 і більше сегментами ядра) [26].  

© Бєлінська І., 2017 
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Статистичну обробку результатів виконували за до-
помогою SPSS 16,0 для Windows. За результатами тес-
ту Шапіро-Уілка встановлено, що деякі досліджувані 
показники мають ненормальний розподіл в одній із груп 
порівняння, тому для оцінки різниці між їх значеннями 
використовували непараметричний критерій Манна-
Уітні [27]. Обчислювали медіану, 25-й і 75-й процентилі, 
найбільше і найменше значення у групах. Порівнювали 

показники груп з контролем (3 попарних порівняння). 
Різницю вважали вірогідною при Р<0,017.  

Результати та їх обговорення. Введення МІ-1 у 
дозі 2,7 мг/кг (умовно ефективна, концентрація у крові 
110-4 моль/л) протягом 14 діб не впливає на кількість 
тромбоцитів у крові (рис. 1 А) і мегакаріоцитів, які утво-
рюють тромбоцити, у кістковому мозку (рис. 1 Б). 

 

          
А   Б 

 
Рис. 1. Кількість тромбоцитіву крові(А)і мегакаріоцитів у кістковому мозку(Б) щурів у нормі  
та за умов впливу похідного малеіміду (МІ-1) у дозах 2,7, 13,5 і 27 мг/кг (концентрація у крові  
1, 5, 1010-4 М відповідно) протягом 14 діб; *p< 0,017 порівняно з контрольною групою 

 
Збільшення дози МІ-1 у п'ять і десять разів (13,5 і 27 

мг/кг відповідно)призводить до зменшення кількості 
тромбоцитів у крові (p=0.012; p=0.027 відповідно) у по-
рівнянні з контрольною групою (рис. 1 А), водночас кіль-

кість мегакаріоцитів у кістковому мозку не відрізняється 
від контрольних значень (р=0,752, р=0,102 відповідно; 
рис. 1 Б, рис. 2 Б).  
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Рис. 2. Мікрофотографії мазків кісткового мозку щурів у нормі (А)  

та після впливу похідного малеіміду МІ-1 (Б) у дозі 27 мг/кг (10-кратна від ефективної, концентрація 1010-4 М у крові),  
забарвлення за Паппенгеймом; 100; стрілками позначені мегакаріоцити 

 
Аналіз морфофункціонального стану мегакаріоцитів 

(проведений після впливу 10-ти кратної дози, оскільки 
напрямок змін за 5-ти кратноїоднонаправлений) свід-
чить про перерозподіл клітин за ступенем диференцію-
вання та кількістю сегментів у ядрі (рис. 3, 4). Після 
впливу похідного малеіміду у дозі 27 мг/кг (10-кратна 
від ефективної) збільшується вміст незрілих промега-
каріоцитів на рівні тенденції (р=0,035, рис. 3) на тлі 
зменшення сумарного вмісту зрілих поліхроматофіль-
них і оксифільних клітин (р=0,031). Водночас зростає 

кількість гіпосегентованих мегакаріоцитів (із 1-5 сегмен-
тами ядра, рис. 4 А, р=0,014) не тільки за рахунок не-
зрілих промегакаріоцитів, а і за рухунок зрілих поліхро-
матофільних клітин при зменшенні кількості клітин з 11 
сегментами ядра (р=0,012) і більше (гіперсегментова-
них, р=0,002). У контрольній групі переважають клітини 
із великою кількістю сегементів у ядрі (6 і більше) на 
всіх стадіях диференціювання, починаючи з промегака-
ріоцитів, базофільних, поліхроматофільних і оксифіль-
них мегакаріоцитів. 
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Рис. 3. Розподіл мегакаріоцитів кісткового мозку щурів за ступенем диференціювання (МSD)  

після впливу МІ-1 у дозі 27 мг/кг (10-кратна від ефективної, концентрація 1010-4 М у крові)  
у порівнянні з контрольною групою 
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Рис. 4. Розподіл мегакаріоцитів кісткового мозку щурів (МSD) за кількістю сегментів ядра (А)  

та розмірами клітин (Б, мікромегакаріоцити 40 мкм і менше, гігантські мегакаріоцити 120 мкм і більше)  
після впливу МІ-1 у дозі 27 мг/кг (10-кратна від ефективної, концентрація 1010-4 М у крові)  

у порівнянні з контрольною групою, *p< 0,017, **p< 0,003 
 
За умов впливу МІ-1 у найвищій дослідженій дозі 

зростає частка базофільних і поліхроматофільних мега-
каріоцитів невеликих розмірів (40 мкм і менше, названі 
мікромегакаріоцитамир=0,015) при зменшенні частки 
гігантських мегакаріоцитів на рівні тенденції (120 мкм і 
більше, рис. 4 Б, р=0,043). Зростання кількості незрілих 
мегакаріоцитів із одночасним збільшенням кількості 
гіпосегментованих і мікромегакаріоцитів після впливу 
МІ-1 у десятикратній дозі свідчить про затримку дифе-
ренціювання вказаних клітин, що може обумовлювати 
зменшення продукції тромбоцитів. Наприклад відомо, 
що збільшення кількості тромбоцитів у крові супрово-
джується збільшенням кількості гігантських гіперсегме-
нтованих мегакаріоцитів у кістковому мозку [28-30]. 
Тромбоцитоз у крові також пов'язаний із надмірною 
продукцією тромбоцитів внаслідок порушення проліфе-
рації і диференціювання мегакаріоцитів за неопластич-
ного переродження гемопоетичних клітин, наприклад, 
за остеомієлофіброзу та хронічної мієлоїдної лейкемії 
[26, 31, 32]. МІ-1 інгібує VEGF-R1,2,3, PDK1, YЕS, Src 
(h) та інші кінази [9-11], які залучені до проліферації і 
диференціювання мегакаріоцитів.Показано, що стиму-
лювання VEGF-R1 призводить до диференціювання 
мегакаріоцитарних попередників, переміщення їх до 
синусоїдів кісткового мозку і, як наслідок, до збільшення 
кількості тромбоцитів у крові [33]. На відміну від цього, 
стимулювання VEGF-R2 активує проліферацію і вижи-
вання мегакаріобластів, кількість тромбоцитів при цьо-

му не змінюється. VEGF-R3 виконує регуляторну роль у 
мегакаріоцитопоезі, відновлюючи популяцію цих клітин 
після гострого пригнічення гемопоезу (сублетальне 
опромінення, вплив високих доз 5-фторурацилу та ін.) 
та збільшуючи кількість тромбоцитів у відповідь на дію 
тромбопоетину [34].Зміна морфофункціонального стану 
мегакариоцитів за впливу МІ-1 також може бути опосе-
редкована пригніченням активності PDK1-кінази, яка 
активується РІ3-кіназою за впливу тромбопоетину [35, 
36]. Так, дефіцит PDK1-кінази у мишей призводить до 
тромбоцитопенії і зменшення функціональної активнос-
ті тромбоцитів (зменшення агрегації, ретракції згустку 
та ін.) [37].Тому виявлене нами збільшення вмісту гіпо-
сегментованих мегакаріоцитів та мікромегакаріоцитів 
одночасно із зростанням незрілих промегакаріоцитів на 
тлі зменшення зрілих поліхроматофільних і оксифіль-
них мегакаріоцитів за впливу МІ-1 свідчить про затрим-
ку диференціювання цих клітин. Такі зміни і призводять 
до зменшення продукції тромбоцитів, і як наслідок, до 
тромбоцитопенії у крові. Разом із тим, зменшення кіль-
кості тромбоцитів у крові після впливу МІ-1 може бути 
пов'язаним також із їх концентруванням у зонах пошко-
дження, оскільки спостерігаються порушення мікроцир-
куляції у різних тканинах після впливу даної сполуки у 
вказаних дозах [38-40]. 
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МЕГАКАРИОЦИТОПОЭЗ КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ИНГИБИТОРА ПРОТЕИНКИНАЗ  

ПРОИЗВОДНОГО МАЛЕИМИДА С ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ АКТИВНОСТЬЮ 
Исследовано влияние ингибитора протеинкиназ производного малеимида МІ-1 (1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-фениламино)-1Н-пиррол-2,5-

дион) с противоопухолевой активностью на морфофункциональное состояние мегакариоцитов костного мозга и количество тромбо-
цитов в крови при подостром воздействии в дозах, которые в пять и десять раз превышают эффективную противоопухолевую. Уста-
новлено, что при воздействии МІ-1 в эффективной дозе 2,7 мг/кг в течение 14 суток количество тромбоцитов в крови и мегакариоци-
тов, которые образуют тромбоциты, в костном мозге не отличается от значений контрольной группы. Увеличение дозы МІ-1 в пять и 
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десять раз (13,5 и 27 мг/кг соответственно) приводит к уменьшению количества тромбоцитов в крови (p=0.012; p=0.027 соответствен-
но) без изменений количества мегакариоцитов в костном мозге в сравнении с контролем. Анализ морфофункционального состояния 
мегакариоцитов при воздействии МI-1 в 10-кратной дозе свидетельствует об увеличении незрелых промегакариоцитов, гипосегменти-
рованных и микромегакариоцитов на фоне уменьшения зрелых полихроматофильных и оксифильных мегакариоцитов, а также гигант-
ских и гиперсегментированных клеток. Выявленные изменения мегакариоцитопоэза при воздействии МI-1 в 10-кратной от эффективной 
дозе свидетельствуют о задержке дифференцировки мегакариоцитов, что и приводит к уменьшению продукции тромбоцитов и, вмес-
те с их концентрированием в зонах нарушения микроциркуляции в различных тканях, тромбоцитопении в крови.  

Ключевые слова: производное малеимида, ингибитор протеинкиназ, мегакариоциты, тромбоциты. 
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EFFECT OF MALEIMIDE DERIVATIVE PROTEIN KINASES INHIBITOR  

WITH ANTITUMOR ACTIVITY ON MEGAKARYOCYTOPOIESIS OF RATS 
The effect of the inhibitor protein kinases maleimidederivative MI-1 (1-(4-Cl-benzyl)-3-Cl-4-(CF3-phenylamino)-1Н-pyrrole-2,5-dione) with antitumor 

activity at doses at five times (13.5 mg/kg) and ten times (27 mg/kg) the effective dose for subacute exposure onmorphofunctional state of bone marrow 
megakaryocytes and platelet count in the blood of rats have been studied. MI-1 at the dose of 2.7 mg/kg (effective antitumor – decreases the number of 
colon tumors and the affected area of the colon of rats) during 14 days does not changethe count of plateletsin the blood and megakaryocytes, which 
form platelets, in the bone marrow comparedto the untreated control group. Increasing the dose of MI-1 to 5- and 10-times (13.5 and 27 mg / kg, 
respectively) leads to a decrease in the number of platelets in the blood (p=0.012; p=0.027, respectively) without changes in the number of 
megakaryocytes in the bone marrow compared to the untreated control. Analysis of the morphofunctional state of megakaryocytes at the10-fold 
increased dose of MI-1 indicatesan increase in immature promegakaryocytes, hyposegmented and micromegakaryocytes to reduce background mature 
polichromatophilicand oxyphilicmegakaryocytes and hypersegmented and giant cells. Megakaryocytopoiesis revealed changes under the influence of 
MI-1 in 10-times the effective dose testify delay differentiation of megakaryocytes, which causes a decrease platelet production and, including their 
concentration in the altered areas of microcirculation in various tissues, leading to thrombocytopenia in the blood of rats.  

Key words: maleimide derivative, protein kinases inhibitor, megakaryocytes, platelets. 
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ЕКСПРЕСІЯ ГЕНА AQP8 В ЕПІТЕЛІОЦИТАХ ДВАНАДЦЯТИПАЛОЇ КИШКИ ЩУРІВ  

ПРИ ДІАРЕЇ ЗА УМОВ ТРИВАЛОЇ ШЛУНКОВОЇ ГІПОХЛОРГІДРІЇ 
 

Показано зниження рівня експресії гена Aqp8 в епітеліоцитах ворсинок і крипт дванадцятипалої кишки на тлі ін-
тенсифікації процесів утворення вільних радикалів при діареї за гіпоацидних умов. При введенні мультипробіотика 
Симбітер за тих самих умов рівень експресії проаналізованого гена в епітеліоцитах ворсинок і крипт наближався до 
контрольних значень. 

Ключові слова: шлункова гіпохлоргідрія, дванадцятипала кишка, діарея, експресія генa, Aqp8, мультипробіотик.  
 

Вступ. Гіпоацидність шлункового соку має багатофа-
кторну етіологію: вона супроводжує ряд захворювань 
(атрофічний гастрит, рак шлунка, аутоімуні порушення) і 
є результатом прийому фармакологічних препаратів – 
інгібіторів протонної помпи парієтальних клітин шлунка, 
поширеними представниками яких є омепразол, панто-
празол тощо [1, 2]. Будучи достатньо безпечними, вони, 
тим не менш, здатні призводити до підвищення рівня 
гастрину в крові – гіпергастринемії [3]. Крім цього, розви-
ток дисбіозу – один із ключових наслідків тривалої гіпо-
ацидності, при якому спостерігається колонізація шлун-
ково-кишкового тракту (ШКТ) умовно-патогенною мікро-
флорою, яка викликає тривалу ендогенну інтоксикацію, 
діарею і є додатковим чинником, який, окрім гіпергастри-
немії, сприяє шлунковому канцерогенезу, а також виник-
ненню спорадичних пухлин в інших ділянках ШКТ, зок-
рема у дванадцятипалій кишці (ДПК) [4, 5].   

Накопичення прозапальних молекул із джерела ен-
догенного запалення і вплив клітинних та секреторних 
компонентів дисбіотичної мікрофлори можуть призво-
дити до розвитку запального процесу, наслідком чого є 
як потужна генерація активних форм кисню (АФК), так і 
ініціація окисного стресу (ОС) [6-7].  

Поглинання води є однією з ключових функцій ки-
шечника. Регулювання трансепітеліального транспорту 
рідини в ШКТ залежить від активності й кількості пере-
носників, таких як: водні канали (пори) – аквапорини 
(AQPs, принаймні – 11 ізоформ), електрогенний транс-
мембранний регуляторний білок CFTR, електронейтра-
льний натрій–водневий транспортер 3 (NHE3), електро-
генний натрієвий канал – ENaC тощо [8-12].  

Аквапорини складають сімейство невеликих інтег-
ральних мембранних білків великої родини основних 
внутрішніх білків (MIP), що селективно проникні для 
води і діють за осмотичними градієнтами [11, 13]. Аква-
порин 8, який кодується геном Aqp8, знаходиться в епі-
теліальних клітинах тонкої та товстої кишок, а також в 
апікальній мембрані колоноподібних поглинаючих епі-
теліоцитів ворсинок і крипт ДПК щурів [14-16]. 

Показано залучення AQPs, зокрема зміну експресії 
Aqp8 у клітинах кишечника при захворюваннях, що су-
проводжуються порушеннями в транспорті води: при 
нецукровому діабеті, виразковому коліті, запальній хво-
робі кишечника (IBD), хворобі Крона, діареї, зумовленій 
харчовою алергією, карценогенезі тощо, як у людини, 
так і в тварин [11, 13, 16].   

Для корекції структурно-функціональних порушень у 
ШКТ використовують пробіотичні препарати, які вико-
нують важливу роль у підтриманні загального гомео-
стазу організму за рахунок оптимізації його мікроеколо-
гічного статусу [17, 18]. Препарати групи "Симбітер® 
ацидофільний" концентрований (далі Симбітер) є мак-
симально наближеною до природних мікробіоценозів 
організму людини та тварин концентрованою біомасою 
живих клітин мультикомпонентного симбіозу пробіотич-
них бактерій (Bifidobacterium bifidum, B. longum, 
Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, 
Propionibacterium freudenreichii, P. acidipropionici, 
Lactococcus lactis, Acetobacter aceti, Streptococcus 
salivarius) [17, 18].  

На сьогодні мало що відомо про можливу роль ано-
малій у транспорті електролітів та води в патогенезі діа-
реї, пов'язаної з дисбіотичними змінами внаслідок дії 
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