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СПИСОК СКОРОЧЕНЬ 
 
 

ГАТ 
(HAT) 

– гістонацетилтрансфераза або гістонова  
ацетилтрансфераза (Histone acetyltransferase) 

ГКГС 
(MHC) 

– головний комплекс гістосумісності (major 
histocompatibility complex) 

IM – ідіопатичний мієлофіброз 
ДМГ  – диметил-гідразин 
ДМФА 
(DMF) 

– диметилформамід (dimethy formamide) 

ДМСО 
(DMSO)  

– диметилсульфоксид (dimethyl sulfoxide) 

Д1 
ІЛ (ІL)  

– похідна піролу 
– інтерлейкіни (іnterleukin) 

ІЧ – інфрачервона спектроскопія 
КРР – колоректальний рак 
КФ – кисла фосфатаза (КФ 3.1.3.2) 
м. ч. – мільйонна частка 
МІ-1 – похідна малеіміду/піролу 
міРНК – мікро-РНК 
МКАТ – моноклональні антитіла 
ПАМ 
(ТАМ) 

– пухлино-асоційовані макрофаги  
(tumor-associated macrophages) 

ПКС – протеїнкіназа С 
РСК – ракові стовбурові клітини 
ТБС – трис-буферний сольовий розчин 
ФМА – форбол-12-мірістат-13-ацетат (індуктор  

диференціювання, активатор протеїнкінази С) 
ФНП – фактор некрозу пухлин 
5-ФУ – 5-фторурацил 
ХЛЛ – хронічний лімфоцитарний лейкоз 
ХМЛ – хронічний мієлоїдний лейкоз 
ЦНС – центральна нервова система 
ЯМР – ядерний магнітний резонанс 
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Δ – нагрівання за температури кипіння 
Ас – аcetyl (ацетил) 
Alk – alkyl (алкіл) 
Ar – aryl (арил) 
Bcl-2 – Apoptosis regulator Bcl-2 (регулятор апоптозу) 
Bfl-1 – Bcl-2 fetal liver (Bcl-2 печінки ембріону) 
Bn – benzyl (бензил) 
Bu – butyl (бутил) 
CTLA-4 – cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4;  

CD152 (глікопротеїн цитотоксичних T-лімфоцитів-4) 
DCM – dichloromethane (дихлорметан) 
DIPEA – N,N-Diisopropylethylamine (N,N-діізопропілетиламін) 
DMAP – 4-Dimethylaminopyridine (диметиламінопіридин) 
EDC, 
EDCl 

– 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
hydrochloride (1-етил-3-(3-диметиламінопропіл) 
карбодіімід гідрохлорид) 

EGF  – epidermal growth factor (епідермальний  
фактор росту) 

EGFR – epidermal growth factor receptor (рецептор  
епідермального фактора росту) 

EPO – erythropoietin (еритропоетин) 
eq – equivalent (еквівалент) 
Et – ethyl (етил) 
FGF – fibroblast growth factor (фактор росту  

фібробластів)  
FGFR – fibroblast growth factor receptor (рецептор фактора 

росту фібробластів) 
FP – Fluorescence Polarization (флуоресцентна  

поляризація) 
FRET – Förster energy transfer (ферстерівське перенесення 

енергії) 
GM-CSF – granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

(гранулоцитарно-макрофагальний  
колонієстимулювальний фактор) 

h – hours (години) 
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HDAC – histone deacetylases (деацетилази гістону  
або гістонові деацетилази) 

HER2 – human epidermal growth  factor receptor 2 (рецептор 
епідермального фактора росту людини)  

HLA – human leukocyte antigen (антиген лейкоцитів  
людини) 

hPSC  – human pluripotent stem cell (плюрипотентні  
стовбурові клітин людини) 

in vitro – у лабораторних умовах 
in vivo – у живому організмі 
K562 – клітини хронічного мієлолейкозу людини,  

що містять філадельфійську хромосому (Ph+)  
і химерний ген BCR/ABL 

L1210 – лейкозні В-клітини миші 
Ме – methyl (метил) 
min – minutes (хвилини) 
МСV – Mean Corpuscular Volume (середній об'єм  

еритроциту) 
МСН – Mean Corpuscular Hemoglobin (середній уміст  

гемоглобіну в еритроциті) 
МСНС – Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration  

(середня концентрація  гемоглобіну в еритроциті) 
Nu – nucleophile (нуклеофіл) 
PAS – Periodic Acid Shiff reaction (реакція з перйодною 

кислотою і реактивом Шифа, методи виявлення  
глікопротеїнів і  глікогену) 

PCBA –  [6,6]-Phenyl-C61-butyric acid  
([6,6]-феніл-C61-бутанова кислота) 

PCBM –  [6,6]-Phenyl-C61-butyric acid methyl ester метиловий 
(естер[6,6]-феніл-C61-бутанової кислоти) 

PDGF –  Platelet derived growth factor  
(тромбоцитарний ростовий фактор)  

PDK1 – 3-phosphoinositide-dependentkinase-1 (3-фосфоіно-
зитид-залежна протеїнкіназа-1) 

Ph – phenyl (феніл) 
PI3K – phosphoinositide 3-kinases (фосфоінозитид-3-кіназа) 
pKa – константа кислотної дисоціації 

Ви
да
вн
ич
о-по

ліг
ра
фі
чн
ий

 це
нт
р 

"К
иїв
сь
ки
й ун

іве
рс
ит
ет

" 

Ве
рс
ія не

 дл
я др

ук
у



6 

PKB/Akt  – протеїнкіназа  В 
Py – pyridine (піридин) 
RAD51 – RAD51 recombinase, RAD51 рекомбіназа  

(білок, задіяний у процесах пошкодження, репарації  
та рекомбінації ДНК, ацетилювання,  
альтернативного сплайсингу). 

rt – room temperature (кімнатна температура) 
SCF – stem cell factor (фактор росту стовбурових клітин) 
SEM – Standard error of the mean (стандартна похибка 

середнього арифметичного) 
SD  Standard deviation (середнє квадратичне відхилення) 
Src(h)      – Rous  sarcoma oncogene cellular homolog (гомолог 

онкогену саркоми Рауса) 
Syk(h)    – spleen tyrosine kinase human (тирозинкіназа  

селезінки людини) 
TCR 
(ТКР) 

– T-cell receptor (рецептор T-клітин) 

TGF – transforming growth factor (трансформуючий  
фактор росту) 

THF – tetrahydrofuran (тетрагідрофуран) 
TNF – tumor necrosis factor (фактор некрозу пухлин) 
TNF 
(ФНП) 

– tumor necrosis factor (глюкокортикоїд-індукований 
фактор некрозу пухлини) 

TPO – thrombopoietin (тромбопоетин) 
TR-FRET – Time-Resolved FRET (Time-resolved fluorescence 

energy transfer) (часорозділене ферстерівське  
резонансне перенесення енергії)  

ТМЕ – tumor microenvironment (мікросередовище, мікро- 
оточення пухлини) 

VEGF – vascular-endothelial growth factor  
(васкулярно-ендотеліальний фактор росту)  

VEGFR – vascular-endothelial growth factor receptor (рецептор 
васкулярно-ендотеліального фактора росту) 

YES – Yamaguchi sarcoma  viral oncogene homolog 1 
(гомолог 1 онкогену саркоми Ямагучі) 

ZAP70 – Zeta-chain-associated proteinkinase 70  
(зета-ланцюг-асоційована протеїнкіназа 70) 
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Розділ 3 
БІОЛОГІЧНА АКТИВНІСТЬ ПОХІДНИХ ПІРОЛУ 

3.1. Антипроліферативна дія МІ-1  
й індукування ним апоптозу  
в пухлинних клітинах in vitro 

Похідне малеіміду 1-(4-хлоробензил)-3-хлоро-4-(3-трифтор-
метил-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон (MI-1) було розроблено з ви-
користанням підходів молекулярного моделювання in silico [1] як 
ATФ-конкурентний низькомолекулярний інгібітор тирозинкіназ 
EGF-R, FGF-R1, IGF1-R, INS-R, SRK, ТАК, VEGF-R1-3, ZAP70 (ін-
гібітор I типу) [2, 3–7].  

Протеїнкінази регулюють різні клітинні процеси, зокрема й 
проліферування, диференціювання та міграцію клітин, клітин-
ний цикл, апоптоз і метаболізм [8, 9]. Зміни в регулюванні цих 
процесів унаслідок мутацій або надмірної експресії генів, що ко-
дують структуру кіназ, призводять до різних захворювань [10, 
11]. Кінази відіграють важливу роль у канцерогенезі, зокрема й 
у разі метастазування за різних типів раку [8, 12]. Отже, синтез 
і подальше дослідження інгібіторів протеїнкіназ є перспектив-
ними підходами для створення ефективних засобів лікування 
раку. Деякі інгібітори протеїнкіназ, таких як іматиніб [13], бен-
зотриазини, хіназоліни, піразолопіримідини, імідазо[1,5-а]піра-
зини, піридопіримідинони й інші гетероциклічні сполуки, а та-
кож кон'югати АТФ-фосфопептиду продемонстрували проти-
пухлинну активність [14–16].  

У пропонованому розділі монографії розглянуто результати 
цитотоксичної дії in vitro похідного малеіміду 1-(4-хлоробензил)-
3-хлоро-4-(3-трифторметил-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діону (МІ-1) 
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на пухлинні клітини різного тканинного походження, а також на 
пухлинні клітини, резистентні до медикаментозних засобів. 

 
3.1.1. Цитотоксична дія МІ-1 
Для дослідження цитотоксичного впливу похідного малеіміду 

МІ-1 на пухлинні клітини людини різного тканинного походже-
ння, а саме товстої кишки, молочної залози, гліобластоми, легені, 
матки, шийки матки, яєчника людини, підшлункової залози, ге-
патокарциноми, лейкозу людини використано МТТ-тест [17], а 
також фарбування клітин трипановим синім [18]. MI-1 розчиняли 
у диметилсульфоксиді (ДMСO), кінцева концентрація якого в се-
редовищі для культивування клітин становила 0,01, 0,1 та 1,0 %, 
залежно від дози MI-1 (1, 10, 100 мкг/мл). Цитотоксична дія 
ДMCO щодо пухлинних клітин була набагато нижчою, ніж така 
дія застосовуваних розчинів MI-1.  

Показано, що речовина МІ-1 характеризується різним рів-
нем токсичності щодо пухлинних клітин людини. МІ-1 є ток-
сичною для клітин лінії НСТ116 колоректального раку людини 
(IC50 = 0,9 ± 0,1 мкг/мл, рис. 3.1, табл. 3.1). Відомо, що клітини по-
над 50 % злоякісних пухлин мають мутації в гені р53, що призво-
дить до інактивування його протеїнового продукту та сприяє роз-
витку пухлини [19, 20]. Досліджено також токсичну дію МІ-1 щодо 
клітин лінії НСТ116 p53-/- (сублінія клітин колоректального раку 
людини із делецією гена р53). Ці клітини були чутливими до дії 
речовини МІ-1, а її показник IC50 становив 1,2 ± 0,2 мкг/мл. 

MI-1 пригнічує ріст клітин ліній MCF-7 та MDA-MB-231 аде-
нокарциноми молочної залози людини із IC50 8,7 ± 0,9 мкг/мл і 
6,8 ± 0,7 мкг/мл, відповідно (рис. 3.1, табл. 3.1). Клітини лінії U251 
гліобластоми людини, лінії HeLa раку матки людини і лінії A549 
раку легені людини були також чутливими до дії МІ-1 із IC50 

4,8 ± 0,3 мкг/мл, 6,0 ± 0,5  мкг/мл і 7,8 ± 0,5 мкг/мл, відповідно 
(рис. 3.1, табл. 3.1). MI-1 пригнічувала ріст клітин лінії HepG2 ге-
патокарциноми людини (IC50 = 9,5 ± 1,0 мкг/мл) і клітин лінії 
Capan-1 аденокарциноми підшлункової залози людини (IC50 = 
18,0 ± 2,1 мкг/мл). Речовина MI-1 виявляла цитотоксичну дію 
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щодо клітин лінії Skov3 раку яєчника людини лише за високої дози 
(IC50 = 51,6 ± 6,0  мкг/мл, рис. 3.1, табл. 3.1).   

Швидкий розвиток резистентності пухлинних клітин до меди-
каментозних препаратів є однією з основних проблем, що шко-
дить ефективному лікуванню раку. Серед механізмів такої стій-
кості – надмірна експресія транспортних систем ABC на плаз-
матичній мембрані, мутації генів brca, dynll1 й інші механізми, 
що сприяють інактивуванню дії та/або деградуванню медикаме-
нтозних засобів [21, 22]. Проведено порівняння протипухлинної 
активності MI-1 щодо клітин лінії KB3-1 карциноми шийки ма-
тки та їхньої сублінії KBC-1, стійкої до колхіцину, що характери-
зується надмірною експресією P-глікопротеїну (ABCB1). MI-1 ви-
явила у шість разів більшу ефективність пригнічення росту 
резистентних клітин лінії KBC-1 (IC50 = 0,8 ± 0,1 мкг/мл), порів-
няно з дією доксорубіцину (IC50 = 4,8 ± 0,7 мкг/мл [17]). Водночас 
клітини лінії KB3-1 були чутливішими до дії доксорубіцину  
(IC50 = 0,8 ± 0,1 мкг/мл), ніж до дії MI-1 (IC50 = 7,5 ± 0,4 мкг/мл) 
(рис. 3.1, табл. 3.1). Спираючись на отримані результати, мо-
жна припустити, що МІ-1 здатна долати механізм резистентно-
сті пухлинних клітин до медикаментозних засобів, залежний 
від надмірної експресії Р-глікопротеїну і від порушення 
функціонування гена р53.  

Лейкозні клітини були чутливішими до дії МІ-1, ніж клітини 
різних органів людини. Показник цитотоксичності (ІС50) МІ-1 
становив 0,6 ± 0,1 мкг/мл для клітин лінії HL-60 гострого мієло-
цитарного лейкозу людини, 0,8 ± 0,1 мкг/мл – для клітин лінії 
К562 хронічного мієлогенного лейкозу людини і 4,3 ± 0,7 мкг/мл 
– для клітин лінії Jurkat Т лейкозу людини (рис. 3.2, табл. 3.1). 
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Рис. 3.1. Рівень цитотоксичної дії МІ-1 щодо пухлинних клітин ліній НСТ116 
колоректального раку людини, НСТ116 p53-/- (сублінія клітин  

колоректального раку з делецією гена р53),  
MDA-MB-231 і MCF-7 (раку молочної залози людини),  

U251 (гліобластоми), A549 (раку легені людини), HeLa (раку матки людини), 
Skov3 (раку яєчника), KB3-1 (раку шийки матки),  

KBC-1 (сублінія клітин раку шийки матки, стійка до дії колхіцину  
з надмірною експресією Р-глікопротеїну), Capan-1 (раку підшлункової  

залози людини) і HepG2 (гепатокарциноми людини).  
Життєздатність клітин досліджували за допомогою МТТ-тесту  

через 72 год впливу на клітини сполуки МІ-1 
 
Примітки: * – р < 0,05; *** – р < 0,001 (суттєві зміни порівняно з 

контролем (необробленими клітинами)). 
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Рис. 3.2. Рівень цитотоксичної дії МІ-1 щодо лейкозних клітин людини:  
лінії HL-60 гострого мієлоцитарного лейкозу,  

Jurkat Т лейкозу і К562 хронічного мієлогенного лейкозу.  
Підрахунок кількості клітин здійснювали через 72 год  

після дії на них сполуки МІ-1 
 

Примітка: *** – p < 0,001 (суттєві зміни порівняно з контролем (не-
обробленими клітинами)). 

 
Таблиця  3.1 

Показник IC50 для похідного малеіміду МІ-1 

Лінії клітин  
IC50, мкг/мл 

(М ± SD) 
МІ-1 

НСТ116 колоректального раку людини 0,9 ± 0,1 
НСТ116 p53-/- колоректального раку людини  
(сублінія з делецією гена р53) 1,2 ± 0,2 

MDA-MB-231 раку молочної залози 6,2 ± 0,7 
MCF-7 раку молочної залози 8,7 ± 0,9 
U251 гліобластоми людини 4,8 ± 0,3 
A549 раку легені людини 7,8 ± 0,5 
HeLa раку матки людини  6,0 ± 0,5 
Skov3 раку яєчника людини 51,6 ± 6,0 
KB3-1 раку шийки матки 7,5 ± 0,4 
KBC-1 раку шийки матки, стійкі до дії колхіцину 0,8 ± 0,1 
Capan-1 раку підшлункової залози людини 18,0 ± 2,1 
HepG2 гепатокарциноми людини 9,5 ± 1,0 
HL-60 гострого мієлоцитарного лейкозу людини 0,6 ± 0,1 
Jurkat Т лейкозу людини 4,3 ± 0,7 
К562 хронічного мієлогенного лейкозу людини 0,8 ± 0,1 

 
Речовина МІ-1 виявила найбільш виражений токсичний ефект 

щодо клітин колоректального раку, лейкозних клітин і клітин  
карциноми шийки матки, стійких до дії колхіцину. IC50 для клітин 
ліній KB3-1, U251, MDA-MB-231, MCF-7, U251, A549, HepG2, 

Ви
да
вн
ич
о-по

ліг
ра
фі
чн
ий

 це
нт
р 

"К
иїв
сь
ки
й ун

іве
рс
ит
ет

" 

Ве
рс
ія не

 дл
я др

ук
у



164 

Capan-1 та Skov3 був набагато вищим, ніж IC50 для клітин ліній 
НСТ116 і НСТ116 р53-/- колоректального раку, сублінії KBC-1 
карциноми шийки матки, стійкої до дії колхіцину з надекспресією 
Р-глікопротеїну, лейкозних клітин ліній Jurkat i K562. Антинеопла-
стична активність МІ-1 знижується в такому порядку: колоректа-
льний рак ≈ лейкоз ≈ сублінія раку шийки матки, стійка до дії кол-
хіцину і з підвищеною експресією Р-глікопротеїну ˃ гліома ˃ рак 
матки ˃ рак молочної залози ≈ рак легені ≈ рак шийки матки > ге-
патокарцинома > рак підшлункової залози > рак яєчника. 

Ми також вивчили цитотоксичну дію МІ-1 щодо псевдонор-
мальних клітин (ліній HaCaT кератиноцитів людини, NIH3T3 фі-
бробластів миші, HEK293 ембріональної нирки людини, J774.2 
макрофагів миші). Показано, що МІ-1 має низьку токсичність 
щодо кератиноцитів людини лінії HaCaT і мишачих фібробластів 
лінії NIH3T3. MI-1 пригнічувала ріст кератиноцитів людини з 
IC50 84,4 ± 3,2 мкг/мл (рис. 3.3, табл. 3.2). Фібробласти лінії 
NIH3T3 були менш чутливими до дії МІ-1 і показник ІС50 для клі-
тин цієї лінії перевищував 100 мкг/мл. Наприклад, у дозі 100 
мкг/мл МІ-1 пригнічувала на 24,3 % життєздатність мишачих фі-
бробластів лінії NIH3T3. Натомість клітини лінії HEK293 ембрі-
ональної нирки людини і мишачі макрофаги лінії J774.2 були чу-
тливішими до дії МІ-1, ніж клітини ліній HaCaT і NIH3T3. IC50 
МІ-1 становить 4,85 ± 0,3 мкг/мл для клітин лінії HEK293 і 
7,60 ± 0,9 мкг/мл – для клітин лінії J774.2 (рис. 3.3, табл. 3.2).  
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Рис. 3.3. Рівень цитотоксичної дії МІ-1 на псевдонормальні клітини  

(лінії HaCaT кератиноцитів людини, NIH3T3 фібробластів миші,  
HEK293 ембріональної нирки людини, J774.2 макрофагів миші).  
Життєздатність клітин досліджували за допомогою МТТ-тесту  

через 72 год після впливу сполуки МІ-1 
 

Примітки: * – р < 0,05; *** – р < 0,001 (суттєві зміни порівняно з ко-
нтролем (необробленими клітинами)). 
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Таблиця  3.2 
Показник IC50 за дії МІ-1  

на псевдонормальні клітини різного походження 

Клітинні лінії 
IC50, мкг/мл  

(М ± SD) 
МІ-1 

Лінія HaCaT кератиноцитів людини 84,4 ± 3,2 
Лінія NIH3T3 фібробластів миші > 100 
Лінія HEK293 ембріональної нирки людини 4,8 ± 0,3 
Лінія J774.2 макрофагів миші 7,6 ± 0,9 

 

Щоб дослідити потенційні механізми цитотоксичної дії МІ-1 було 
використано аналіз весторн-блот для оцінювання здатності цього 
чинника індукувати апоптоз у клітинах лінії HCT116 [23]. Встанов-
лено, що МІ-1 індукує підвищення вмісту розщепленої форми кас-
пази 3, порівняно з контролем. Такий ефект був значно вищим, ніж за 
дії доксорубіцину (рис. 3.4). Відомо, що ефекторні каспази, зокрема й 
каспаза 3, розщеплюють різні внутрішньоклітинні білки, які регулю-
ють метаболізм ДНК, гістонів та інших важливих біомолекул [24]. 
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Рис. 3.4. Результати вестерн-блот аналізу асоційованих з апоптозом білків (А)  
та денситометричний аналіз умісту цих білків (Б) у клітинах лінії НСТ116  

через 72 год дії на них досліджуваних речовин:  
1 – контроль, 2 – доксорубіцин (Докс, 0,9 мкг/мл), 3 – МІ-1 (0,9 мкг/мл) 

 

Примітки: ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 (суттєві зміни порівняно з 
контролем (необробленими клітинами). 
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Для дослідження можливості використання мітохондріального 
шляху апоптозу за дії МІ-1 визначено рівень протеїну Вcl-2, що є 
представником білків родини Bcl, який інгібує розвиток апоптозу, 
а також протеїнів Apaf1 та EndoG, як регуляторів апоптозу. Ство-
рення протипухлинних чинників, що стимулюють мітохондріальні 
зміни в сигнальному шляху апоптозу, є перспективною стратегією 
в розвитку таргетної протипухлинної хіміотерапії [25, 26]. 

Установлено, що МІ-1 знижує рівень антиапоптотичного про-
теїну Вcl-2 у клітинах лінії НСТ116. Відомо, що надекспресія  
білків Всl-2 і Bсl-xL гальмує апоптоз через зниження продукції 
активних форм оксигену, стабілізації мембранного потенціалу 
мітохондрій (∆ψ) та блокування вивільнення з мітохондрій про-
апоптотичних білків [27]. 

Як видно з даних, наведених на рис. 3.4, МІ-1 підвищує рівень 
цитозольного білка Apaf1 (apoptotic protease-activating factor 1) у 
клітинах лінії НСТ116. Цей білок вважають центральним елеме-
нтом мітохондріальних шляхів апоптозу, індукованого у відпо-
відь на дію широкого спектру проапоптотичних чинників. Для 
активування каскаду каспаз у клітинах-мішенях важливим є утво-
рення апоптосоми – мультимолекулярної структури, до складу 
якої входять Араf1, цитохром с, АТФ, а також ініціаторна прока-
спаза 9 [28]. Ми не виявили значних змін у вмісті білка Apaf1 як 
за дії МІ-1, так і за дії доксорубіцину (рис. 3.4). Зазначений ре-
зультат дозволяє припускати, що Apaf1 має допоміжну роль в 
апоптосомному комплексі, де центральну роль, очевидно, віді-
грає каспаза 9, що розщеплює регуляторні білки клітини. 

Встановлено, що МІ-1 не впливає на рівень МАРК (Mitogen 
Activated Protein Kinase – протеїнкіназа, що активується мітоге-
нами) у клітинах лінії НСТ116, тоді як доксорубіцин суттєво 
пригнічує його (рис. 3.4). МАРК – це група серин-треонінових 
кіназ, що відіграють важливу роль у регулюванні клітинного 
проліферування (проліферації) та диференціації, а також вижи-
ванні та стійкості пухлинних клітин до медикаментозних засо-
бів [29]. Дія доксорубіцину і МІ-1 призводила до подібного зни-
ження рівня антиапоптотичного протеїну Вcl-2 у пухлинних 
клітинах лінії НСТ116 (рис. 3.4), що узгоджується із проапопто-
тичною дією цих чинників. 
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3.1.2. Взаємодія МІ-1 із ДНК 
Раніше на підставі результатів молекулярного моделювання in 

silico було припущено, що МІ-1 слугує iнгібітором тирозинових 
протеїнкіназ [1]. Відомо, що схвалені Управлінням з продоволь-
ства і медикаментів США (Food and Drug Administration) проти-
пухлинні субстанції, такі як доксорубіцин, цисплатин, блеоміцин, 
хлорамбуцил, етопозид, мефалан, здатні взаємодіяти з ДНК і, та-
ким чином, вони впливають на її структуру та функції. Ми при-
пустили, що молекула ДНК може також бути молекулярною мі-
шенню за цитотоксичної дії сполуки МІ-1 [30].  
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Рис. 3.5. Рівень заміщення барвника метилового зеленого  
в комплексі ДНК-метиловий зелений сполукою MI-1,  

доксорубіцином й етидію бромідом (EtBr) [17] 
 
Примітки: *** – p < 0,001 (суттєві зміни порівняно з ефектом EtBr 

(1 мкг/мл)); ΔΔΔ – р < 0,001 (суттєві зміни порівняно з ефектом Докс 
(10 мкг/мл)).  

 
Встановлено, що МІ-1 у концентраціях 1 та 10 мкг/мл витісняє 

барвник метиловий зелений на 21,2 ± 1,2 та 16,5 ± 2,4 %, відпо-
відно, з комплексу ДНК-метиловий зелений (рис. 3.5). Це менше, 
ніж за дії доксорубіцину в дозі 10 мкг/мл (72,1 ± 0,6 %) чи етидію 
броміду (1 і 10 мкг/мл), що демонструє заміщення метилового зе-
леного в ДНК, відповідно на 54,1 ± 0,6 і 80,1 ± 1,0 % (рис. 3.5), 
але все ж достатньо, щоб забезпечити помітну частину цитоток-
сичної дії МІ-1. Отже, МІ-1 має здатність інтеркалювати у струк-
туру ДНК. 
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MI-1, діючи в концентраціях 1, 10 і 100 мкг/мл, не спричиняє 
затримання руху плазмідної ДНК pEGFPc-1 під час електрофо-
резу (рис. 3.6, смуги 4–6), тоді як доксорубіцин (позитивний кон-
троль) у концентраціях 1 та 10 мкг/мл уповільнює електрофоре-
тичну рухливість суперспіралізованої форми плазмідної ДНК в 
агарозному гелі (рис. 3.6, смуга 2). Слід зауважити, що після  
1-годинної інкубації плазмідної ДНК зі сполукою МІ-1 було ви-
явлено три смуги плазмідної ДНК внаслідок збільшення кількості 
суперспіралізованої форми ДНК. Цей ефект MI-1 був більше ви-
раженим, ніж такий ефект доксорубіцину, комерційного хіміоте-
рапевтичного протипухлинного препарату, здатного інтеркалю-
вати в молекулу ДНК для вияву цитотоксичної дії. Отримані 
результати дозволяють припустити, що МІ-1 здатний пошкоджу-
вати суперспіральну форму плазмідної ДНК, яка може при цьому 
втрачати свої функціональні властивості. 
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Рис. 3.6. Електрофореграма плазмідної ДНК pEGFP c-1 зі сполукою MI-1  
чи доксорубіцином:  

смуга 1 – нативна плазмідна ДНК pEGFP c-1 (негативний контроль);  
2 – Докс (1 мкг/мл) + пДНК; 3 – Докс (10 мкг/мл) + пДНК; 4 – МІ-1 (1 мкг/мл) 

+ пДНК; 5 – МІ-1 (10 мкг/мл) + пДНК; 6 – МІ-1 (100 мкг/мл) + пДНК.  
Досліджувані чинники додавали до плазмідної ДНК (pEGFPc-1),  
суміш інкубували протягом 1 год за кімнатної температури,  
а потім піддавали електрофорезу в гелі агарози 1 % [17] 

 
За дії МІ-1 виявлено зростання вмісту фрагментованої ДНК у 

клітинах лінії НСТ116 (рис. 3.7). Встановлено, що МІ-1 в концент-
рації 0,9 мкг/мл спричиняє 14,2 ± 3,8 % фрагментації ДНК у клі-
тинах лінії НСТ116. Дія доксорубіцину в дозі 0,5 мкг/мл призво-
дить до фрагментації 19,1 ± 3,5 % ДНК (рис. 3.7). 
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Рис. 3.7. Відсоток фрагментованої ДНК у клітинах лінії НСТ116 за дії МІ-1  
та доксорубіцину. Для кількісного ідентифікування фрагментації ДНК  

застосовували метод Бартона з використанням дифеніламіну 
 
Примітка: *** – р < 0,001 (суттєві зміни порівняно з контролем (не-

обробленими клітинами)). 
 
Фрагментація ДНК обумовлюється дією ендонуклеаз і є од-

ним із маркерів катаболічних змін під час апоптотичної загибелі 
клітин. Відомо, що протипухлинні чинники індукують апоптоз, 
який супроводжується ендонуклеазною фрагментацією ДНК, зо-
крема й за участі вже згаданої ендонуклеази G (EndoG). Нато-
мість інгібування активності специфічних ендонуклеаз захищає 
пухлинні клітини від загибелі [31]. 

Активні форми оксигену, продукція яких індукується у клітинах-
мішенях протипухлинними препаратами, спричиняють окисню-
вальне пошкодження молекули ДНК, а отже, підвищують ефек-
тивність цитотоксичної дії цих препаратів [32]. 

Ще одним методом вивчення пошкодження ДНК за дії фізич-
них (гама-випромінювання) чи хімічних (протипухлинні препа-
рати) чинників є аналіз ДНК-комет клітин-мішеней за їхнього го-
ризонтального електрофорезу за лужних [33] чи нейтральних 
умов [34]. Зазначений метод ґрунтується на аналізі електрофоре-
тичної рухливості ДНК одиноких клітин, іммобілізованих у гелі 
агарози. За наявності розривів ДНК порушується структурна ор-
ганізація хроматину, втрачається надспіралізація ДНК, що при-
зводить до її релаксації, і формуються фрагменти ДНК. В елект-
ричному полі релаксовані петлі і фрагменти ДНК витягуються в 
напрямку до анода, що і надає об'єктам, за якими спостерігають, 
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вигляду "комет". Кількість ДНК, що рухалася в напрямку до 
анода, може використовуватися як показник, який характеризує 
рівень пошкоджень ДНК у клітинах. Метод ДНК-комет за луж-
них умов дозволяє виявити однониткові розриви в молекулі ДНК, 
а ДНК-комет за нейтральних умов – двониткові розриви в ДНК 
[33, 34]. Клітини лінії HCT116 інкубували протягом 24 год з до-
даванням МІ-1 чи доксорубіцину в концентраціях, що відповіда-
ють їхньому показнику ІС50. Аналіз ДНК-комет цих клітин-міше-
ней за лужних умов дав змогу виявити за дії МІ-1 однониткові 
розриви в молекулі ядерної ДНК. Наприклад, за дії МІ-1 у конце-
нтрації 0,9 мкг/мл OTM (Olive Tail Moment, [35]) становив 
13,2 ± 1,0, тоді як доксорубіцин індукував дещо нижчий ОТМ 
(10,9 ± 0,9). У контролі (необроблені клітини лінії HCT116) рі-
вень пошкодження ДНК був незначним (ОТМ = 1,8 ± 0,3) 
(рис. 3.8). Отже, за дії речовини МІ-1 у клітинах лінії НСТ116 ко-
лоректального раку відбуваються одноланцюгові розриви в моле-
кулі ядерної ДНК. 
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Рис. 3.8. Показник ДНК-пошкоджувального ефекту  

(результати аналізу ДНК-комет за лужних умов) досліджуваних чинників  
у пухлинних клітинах лінії HCT116:  

А – контроль, Б – доксорубіцин (0,9 мкг/мл), В – МІ-1 (0,9 мкг/мл),  
Г – кількісні дані щодо пошкодження ДНК у клітинах на 24-ту год дії цих чинників 

 

Примітка: *** – р < 0,001 (суттєві зміни порівняно з контролем (не-
обробленими клітинами)). 
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Отже, МІ-1 (похідне малеіміду – 1-(4-хлоробензил)-3-хлоро-4-
(3-трифторметил-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон) пригнічує ріст 
пухлинних клітин-мішеней із ІС50 в межах 0,8–51,6 мкг/мл, зале-
жно від їхніх ліній і тканинного походження. Клітини ліній KB3-1 
та KBC-1 раку шийки матки людини, а також лінії HCT116 кар-
циноми товстої кишки людини є найчутливішими до токсичної 
дії МІ-1. Зазначений чинник виявляв у шість разів більшу цито-
токсичність щодо сублінії з медикаментозною резистентністю 
клітин лінії KBC-1 раку шийки матки людини, порівняно з дією 
на ці клітини доксорубіцину. Протипухлинна активність МІ-1 
знижується в такому порядку: колоректальний рак ≈ лейкоз ≈ 
сублінія раку шийки матки, стійка до дії колхіцину і з надекспре-
сією Р-глікопротеїну ˃ гліома ˃ рак матки ˃ рак молочної залози 
≈ рак легені ≈ рак шийки матки > гепатокарцинома > рак підшлу-
нкової залози > рак яєчника. Встановлено, що МІ-1 індукує роз-
щеплення прокаспази 3 з появою її активної форми, а також при-
зводить до збільшення кількості специфічної мітохондріальної 
нуклеази EndoG, апоптотичного фактора Apaf1, і зниження рівня 
антиапоптотичного білка Bcl-2 у клітинах лінії НСТ116 колорек-
тального раку людини. Уперше виявлено здатність МІ-1 інтерка-
лювати у структуру молекули ДНК, що було підтверджено виті-
сненням близько 20 % метилового зеленого із комплексу цього 
барвника з ДНК. За дії МІ-1 зростає кількість суперспіральної фо-
рми ДНК, детектованої під час електрофорезу плазмідної ДНК в 
агарозному гелі. Такий ефект MI-1 був більш вираженим, ніж 
ефект доксорубіцину, відомого протипухлинного препарату. 
Останній для своєї цитотоксичної дії інтеркалює у структуру мо-
лекули ДНК. Аналіз ДНК-комет за лужних умов допоміг виявити, 
що МІ-1 пошкоджує структуру ДНК у клітинах-мішенях, викли-
каючи однониткові розриви в її молекулі.  
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3.2. Токсичність похідних піролу in vivo 
 
Під час розроблення будь-якого медикаменту на основі актив-

ної речовини важливим, поряд з ефективністю його терапевтич-
ної дії, є відсутність негативного впливу на стан організму за три-
валого застосування. З огляду на це дослідження потенційних 
негативних наслідків дії на організм щодо нетоксичних похідних 
піролу МІ-1 та Д1 за підгострої, субхронічної та хронічної дії й 
уведення повторних доз є необхідним етапом доклінічних дослі-
джень цих похідних піролу. 

 
3.2.1. Підгостра дія похідних піролу на органи  
шлунково-кишкового тракту 
Похідні піролу МІ-1 та Д1, що виявляють цитостатичну дію 

щодо багатьох пухлинних ліній, були нетоксичними для норма-
льних клітин (LC50 > 100 µM) і практично нетоксичними за їхньої 
гострої дії in vivo у лабораторних щурів (ЛД50 = 400–500 мг/кг) 
[1, 7]. Досліджуючи ефекти похідних піролу після введення по-
вторних доз, що перевищують терапевтично ефективну у 5 та 
10 разів (поріг, прийнятий і достатній у доклінічних досліджен-
нях) [18], встановлено, що зазначені сполуки, діючи в умовно 
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