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Механізми нефротоксичності нової протипухлинної 
сполуки - похідного малеіміду МІ-1

Досліджено особливості впливу похідного малеіміду 1-(4-Cl-бензил)-3-хлор-4-(CF3-феніламіно)-1Н- 
пірол-2,5-діону (МІ-1) на життєздатність і апоптозіндуковану загибель епітеліоцитів прокси-
мальних і дистальних канальців нирок, а також вміст у них загальної та фосфорильованої форми 
кінази ERK1/2 для встановлення можливих механізмів нефротоксичності МІ-1. Дослідження впливу 
останнього на життєздатність та апоптоз епітеліоцитів канальців нирок проводили за допомогою 
3,4,5-диметилтіазол-2-іл-2,5-дифеніл-тетразоліум бромід (МТТ)-тесту та проточної цитометрії 
після фарбування специфічними антитілами до анексину V відповідно. Вміст ERK1/2 визначали за 
допомогою імуноблотингу. Встановлено, що МІ-1 є більш токсичним відносно епітеліоцитів дис-
тальних канальців, ніж проксимальних. До механізмів нефротоксичності МІ-1 залучений апоптоз, 
а також підсилення фосфорилювання ERK1/2 у дистальних канальцях. Водночас збільшення вмісту 
ERK1/2 в проксимальних канальцях під впливом МІ-1 може сприяти виживанню епітеліоцитів за 
умов дії токсичного чинника чи оксидативного стресу.
Ключові слова: похідні малеіміду (піроли), нефротоксичність, апоптоз, ERK1/2-сигнальний каскад.
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ВСТУп

Одним з найбільш поширених супутніх 
ускладнень хіміотерапії є нефропатії, викли-
кані цитостатичними препаратами, що значно 
обмежує ефективне лікування онкозахворю-
вань. Тому визначальним критерієм у пошуку 
нових протипухлинних засобів є селектив-
ність їхньої дії [6, 17]. АТФ-конкурентний 
інгібітор тирозинкіназ похідне малеіміду 
1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-
1Н-пірол-2,5-діон (МІ-1) є потенційною 
протипухлинною сполукою з подвійним 
фармакологічним ефектом, оскільки здатний 
пригнічувати кінази, що задіяні як у ангіоге-
незі, так і у регуляції процесів проліферації та 
росту пухлин (EGF-R, FGF-R1, VEGF-R1-3, 
IGF1-R, INS-R, SRK, YES, ZAP70) [1]. МІ-1 
ефективно зменшує кількість пухлин і загаль-
ну площу ураження у щурів при хімічноінду-
кованому канцерогенезі товстого кишечника 
[11], а також попереджає пренеопластичні 
зміни у нирках за умов дії канцерогену [10]. 

Крім того, низька токсичність сполуки від-
носно тканин та органів тварин є хорошим 
аргументом на користь її подальшого дослі-
дження для терапевтичного застосування [5]. 

Однак у дослідженнях з використанням 
тваринних моделей була виявлена деяка 
нефротоксичність МІ-1 після 10- та 30-до-
бового застосування [2, 3], що спонукало до 
більш детального вивчення цього питання. 
Виявлені структурні зміни у тубулярному, 
та меншою мірою, у гломерулярному апараті 
нирок, порушення гемодинаміки органа та 
незначне запалення в інтерстиції є характер-
ними для початкових етапів медикаментозно 
індукованого тубуло-інтерстиційного неф-
риту [2]. Ураження нирок є більш суттєвим 
після 10 діб впливу 5 мг/кг МІ-1, ніж після 
30 діб 2,7 мг/кг сполуки [3]. У тубулярному 
апараті під дією МІ-1 більшого ушкодження 
зазнають дистальні канальці (розширення, 
зменшення висоти епітелію, його десквама-
ція). після тривалого впливу (20 тиж) ці пору-
шення є значно меншими [10]. Дослідження 
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механізмів нефротоксичності МІ-1 відносно 
тубулярного апарату нирок, є важливим 
завданням для встановлення ризиків, усунен-
ня можливих побічних ефектів і покращення 
якості життя пацієнтів. 

Метою нашого дослідження було вияв-
лення особливостей впливу МІ-1 на житт-
єздатність та апоптозіндуковану загибель 
епітеліоцитів проксимальних і дистальних 
канальців нирок для встановлення можливих 
механізмів його нефротоксичності. 

МЕТОДИКА

Виділення сегментів ниркових канальців для 
органної культур. сегменти ниркових каналь-
ців виділяли за методикою Burg і співавт. 
[7]. Для цього нирки мишей лінії C57BL/6 
перфузували стерильним середовищем Ham’s 
F12, GIBCO («Invitrogen», сШA), яке містило 
1 мг/мл колагенази (тип ІІ; «Sigma», сША) і 
1 мг/кг пронази Е (тип ХХV; «Sigma», сША) 
при рН 7,4 і 37°C. Тканину кори нирок по-
дрібнювали (при 4°C) на шматочки 1-2 мм і 
поміщали при 37°C в середовище Ham’s F12, 
що містило по 0,5 мг/мл колагенази ІІ і прона-
зи Е на 15 хв при інтенсивному струшуванні. 
після центрифугування протягом 4 хв при 
3000 об/хв ферментвмісний розчин видаляли 
і канальці ресуспендували в охолодженому 
середовищі, що містило 1%-й розчин анти-
біотик/антимікотик і ставили на лід. 

Виділення і культивування епітеліоци-
тів проксимальних і дистальних ниркових 
канальців. первинні епітеліоцити прокси-
мальних і дистальних канальців нирок ви-
діляли з мишей відповідно до методики Qi 
і співавт. [16] після обробки колагеназою та 
центрифугування у градієнті щільності та 
культивували у середовищі без сироватки. 
Експерименти з клітинами проксимальних 
і дистальних канальців та канальцевими 
сегментами проводили у середовищі з 5% 
CO2 без сироватки при 37°C. Епітеліоцити 
інкубували з 1 і 10 мкмоль/л МІ-1 протягом 
4 та 24 год, а канальцеві сегменти органної 

культури – у середовищі зі вказаними концен-
траціями впродовж 2 год. Для імуноблотингу 
були відібрані зразки сегментів і епітеліо-
цитів кнальців. 

Імуноблотинг. Білки були виділені в RIPA-
буфері з інгібіторами протеаз. Зразки білків 
розділяли за допомогою електрофорезу на 
поліакриламідному гелі за наявності доде-
цилсульфату натрію (50 мкг/лунку) і перено-
сили на нітроцелюлозні мембрани («Thermo 
Scientific», сША), які інкубували 12 год при 
+4°с з первинними антитілами до загальної 
кінази (tERK1/2; «BD Biosciences», сША) 
та фосфорильованої (pERK1/2; «Cell Signal-
ing», сША), а також антитілами до β-актину 
(«Sigma», сШA) в 2 % (маса/об’єм) сироватки 
альбуміну бика («Sigma», сШA) в TBS (Tris-
buffered saline) [150 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л 
трис-HCl (рН 7,4), 0,2% Твін-20]. після про-
мивки мембрани інкубували з вторинними 
антитілами, кон’югованими з пероксидазою 
хрону («Amersham Life Sciences», Велико-
британія). специфічний сигнал візуалізували 
за допомогою системи хемілюмінесцентного 
виявлення для імуноблотингу ECL kit («Am-
ersham Life Sciences», Великобританія). сму-
ги білків кількісно оцінювали за допомогою 
програми Total Lab v. 2.01. Рівні експресії 
були нормалізовані за зворотним забарвлен-
ням за допомогою Ponceau S. Рівні експресії 
pERK1/2 були нормалізовані до tERK1/2. 

МТТ-тест. Визначення життєздатності 
клітин проводили за допомогою колориме-
тричного методу з використанням 3,4,5-ди-
метилтіазол-2-іл-2,5-дифеніл-тетразоліум 
бромід (МТТ)-тесту, в основі якого лежить 
здатність мітохондрій живих клітин віднов-
лювати тетразолієву сіль МТТ до МТТ-фор-
мазану [13]. Клітини були культивовані зі 
щільністю 2 . 104 клітин/лунку в 24-лунко-
вих планшетах. Епітеліоцити інкубували з 
1 і 10 мкмоль/л МІ-1 протягом 4 та 24 год 
(контрольні лунки не містили досліджуваних 
речовин). Кожна група клітин складалась із 
6 окремих проб. після культивування життє-
діяльність клітин оцінювали за допомогою 
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МТТ-тесту, який проводили згідно з інструк-
цією виробника («Sigma», сША). Клітини, 
що не підлягали впливу МІ-1, були взяті за 
контроль. Значення оптичної густини (D) при 
різних концентраціях були нормалізовані з 
середнім значенням контролю, яке прийма-
ли за 1. Результати представлені як М±SD, 
де М – середнє значення трьох незалежних 
експериментів, SD-стандартне відхилення. 
після підтвердження нормального розподілу 
всіх результатів за допомогою тесту Колмого-
рова-смірнова, статистично значима різниця 
між дослідними групами і контролем була 
проаналізована з використанням критерію 
t стьюдента. Результати проаналізоваані 
з використанням статистичної програми 
SPSS 14.0 («SPSS Inc», сША). Різниця між 
дослідними групами і контролем вважалась 
статистично значимою при P < 0,05.

Апоптоз .  Вивчення шляхів загибелі 
клітин здійснювали після їх фарбування 
специфічними антитілами з флюоресцент-
ною міткою до анексину V, що зв’язується з 
фосфатидилсерином на клітинній поверхні та 
після фарбування йодидом пропідіуму, який 
є маркером мертвих клітин. Транслокація 
фосфатидилсерину з цитоплазматичного мо-
ношару плазматичної мембрани на зовнішній 
за допомогою ферменту скрамблази є однією 
з найбільш ранніх подій апоптозу. Клітини 
розсіювали в 6-лункові планшети в кількості 
0,7 . 106 клітин/лунку в 3 мл середовища без 
сироватки. Дослідження апоптозу клітин 

проводили після 24 год впливу речовини 
у концентраціях 1 і 10 мкмоль/л методом 
флюорисцентно-активованого розділення 
клітин (FACS, від англ. fluorescence-activated 
cell sorting) за допомогою проточної цитометрії 
(«FACS Calibur, Becton Dickenson», сШA) з 
використанням програмного забезпечення 
CellQuest Software («BD Biosciences», сШA), 
що застосовується для встановлення відсотко-
вого співвідношення апоптотичних і некротич-
них клітин. Результати розподіляли на чотири 
популяції (у відсотках від загальної кількості 
клітин): живі клітини; клітини на ранній стадії 
апоптозу; клітини, що загинули через апоптоз, 
та клітини, що загинули через некроз. 

РЕЗУЛьТАТИ ТА їх ОБГОВОРЕННЯ 

Встановлено, що після 4 год впливу МІ-1 рі-
вень виживання епітеліоцитів проксимальних 
канальців становить 92–95 %. Збільшення 
часу експозиції клітин (24 год) до досліджу-
ваних речовин викликає зменшення кількості 
живих клітин, однак вона залишається до-
статньо високою – 73–75 % (рис. 1, а).

Для епітеліоцитів дистальних канальців 
навпаки - більшого пригнічення клітини 
зазнають після короткочасного впливу МІ-
1, кількість життєздатних клітин становить 
72–73 %. після 24 год цей показник збіль-
шується до 90 % (див. рис. 1, б). Тобто ви-
явлене за допомогою МТТ-тесту зменшення 
кількості життєздатних епітеліоцитів обох 

Рис. 1. Вплив похідного малеіміду МІ-1 на життєздатність клітин первинної лінії епітеліоцитів проксимальних (а) та 
дистальних канальців (б) нирок мишей після 4 (1) та 24 (2) год впливу: І – контроль, ІІ – 1 мкмоль/л, ІІІ – 10 мкмоль/л. 
Клітини, що не підлягали впливу МІ-1, були взяті за контроль. D - значення оптичної густини при різних концентраціях, 
нормалізовані з середнім значенням контролю. *Р<0,05 відносно контролю
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первинних ліній є таким, що вказує на низьку 
токсичність МІ-1 відносно клітин тубулярно-
го апарату нирок.

при вивченні апоптозу епітеліоцитів 
проксимальних канальців встановлено, що 
лише при більшій концентрації МІ-1 кіль-
кість життєздатних клітин зменшується на 
5 % за рахунок збільшення таких на ранній 
стадії апоптозу, а число тих, що загинули, 
залишається на рівні контролю (рис. 2, а). 
МІ-1 викликає зменшення кількості життєз-
датних епітеліоцитів дистальних канальців з 
87 у контролі до 60 %, трикратне збільшення 
клітин у ранній і віддаленій стадіях апоптозу, 
а також загиблих через некроз лише при до-
сягненні концентрації 10 мкмоль/л (рис. 2, б). 

Отримані результати свідчать про більшу 
резистентність до сполуки МІ-1 епітеліоцитів 
проксимальних канальців порівняно з дис-
тальними. Виявлена у попередніх гістологіч-
них дослідженнях токсичність МІ-1 відносно 
епітеліоцитів дистальних канальців [2, 3] 
підтвердилась отриманими результатами, 
що вказують на апоптозіндукований шлях 
загибелі клітин. 

Відомо, що сигнальний шлях ERK1/2 
залучений до патогенезу цисплатиніндуко-
ваної гострої ниркової недостатності [14, 
15]. Фосфорилювання ERK1/2 призводить 
до підсилення апоптозу у культурі клітин 
проксимальних канальців через активацію 
3-каспази, а пригнічення - знижує рівень 
апоптозу [14]. саме ураження цих канальців 

спочатку вважалось основою для розвитку 
цисплатиніндукованої нефротоксичності. 
Однак подальші дослідження in vivo виявили 
переважну локалізацію pERK1/2 у дисталь-
них канальцях [9] і при інших патологіях, 
наприклад при діабеті [7]. У мишей з гострою 
нирковою недостатністю цисплатин викли-
кає фосфорилювання ERK1/2 переважно в 
дистальних канальцях і збірних трубочках, а 
це в свою чергу призводить до опосередко-
вано фактором некрозу пухлин α запалення і 
апоптозу через активацію 3-каспази. Застосу-
вання інгібітора U0126 до мітогенактивованої 
протеїнкінази кінази зменшувало фосто-
рилювання ERK1/2 і значно покращувало 
функціональний і морфологічний стан тубу-
лярного апарату [8]. Це можна використати 
для попередження нефротоксичності ліків, 
а збільшення вмісту рERK1/2, що відіграє 
ключову роль у патогенезі гострої ниркової 
недостатності, може бути індикатором потен-
ційної нефротоксичності певного чинника. 

У дослідженнях з використанням органної 
культури тканини кіркової зони нирок мишей, 
встановлено, що після 2 год інкубації з МІ-1 у 
концентрації 1 та 10 мкмоль/л вміст tERK1/2 
та pERK1/2 суттєво не змінюється порівняно 
з контролем (рис. 3). Однак після інкубації 
з МІ-1 у більш високій концентрації вміст 
tERK1/2 в проксимальних канальцях зростає 
в 2,6 раза, а в дистальних канальцях майже не 
змінюється. Вміст рERK1/2 в проксимальних 
канальцях після інкубації з МІ-1 зростає на 

Рис. 2. співвідношення життєздатних клітин, клітин на ранній стадії апоптозу, загиблих через апоптоз і некроз епітеліоци-
тів проксимальних (а) та дистальних канальців (б) після впливу похідного малеіміду МІ-1 протягом 24 год: І – контроль, 
ІІ – 1 мкмоль/л, ІІІ – 10 мкмоль/л. Клітини, що не підлягали впливу МІ-1, були взяті за контроль
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25 %, в дистальних – на 50 % порівняно з 
контрольним рівнем. подальша нормалізація 
вмісту pERK до tERK дала змогу встановити 
зниження цього показника в проксимальних 
канальцях (pERK1/2/tERK1/2=48±10 %) та 
його збільшення в дистальних (pERK1/2/
tERK1/2=166,7±12 %; рис. 4). 

Збільшення вмісту рERK1/2 у дистальних 
канальцях під впливом МІ-1 (рис. 5) вказує 
на можливу токсичність сполуки відносно 

тубулярного апарату нирок. Оскільки це 
збільшення в дистальних канальцях було в 
2 рази вище, ніж у проксимальних, можна 
припустити, що МІ-1 in vivo буде більше 
пошкоджувати перші, перешкоджаючи функ-
ціональній здатності цієї частини нефрону 
реабсорбувати фізіологічно необхідні для 
мінерального обміну організму такі елек-
троліти, як кальцій, калій та натрій. Як вже 
зазначалося, при дослідженні впливу МІ-1 

Рис. 3. Імуноблотинг фосфорильованої кінази (pERK1/2) і загальної (tERK1/2) (а) та співвідношення їх експресії (pERK1/2/
tERK1/2) (б) у зразках білків з органної культури кори нирок мишей після 2 год впливу розчинника (І - контроль) або 
похідного малеіміду МІ-1 ( ІІ - 1 мкмоль/л, ІІІ - 10 мкмоль/л)
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Рис. 4. Рівень експресії загальної кінази (tERK1/2) (ІІ, IV) та фосфорильованої (pERK1/2) ERK1/2 (III, V) в органній 
культурі проксимальних (ІІ, ІІІ) та дистальних канальців (IV, V) нирок мишей після 2 год впливу похідного малеіміду 
МІ-1 в концентрації 10 мкмоль/л, нормалізований до контролю (I) – рівня експресії обох форм білка у органних культурах 
канальців, що не підлягали впливу МІ-1. *Р<0,05 відносно контролю
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на морфологію нирок щурів дійсно була 
виявлена його більша токсичність відносно 
дистальних канальців [2]. 

З іншого боку відомо, що цисплатинінду-
кована активація ERK1/2 сигнального шляху 
захищає клітини від цисплатинової токсично-
сті і залежить від de novo синтезу білка [15]. 
Крім того є дані, що ERK1/2 відіграє провідну 
роль у виживанні епітеліоцитів тубулярного 
апарату в умовах оксидативного стресу [12]. 
Збільшення загальної кількості ERK1/2 в 
проксимальних канальцях під впливом МІ-1 
може бути позитивним у разі канцерогенезу, 
коли тканини знаходяться в умовах порушен-
ня оксидантно-антиоксидантної рівноваги. 
Це збігається з даними морфологічних до-
сліджень нирок за умов сосl2-індукованого 
оксидативного стресу, в яких встановлена 
протективна дія МІ-1 щодо тубулярного апа-
рату нирок [4]. 

Таким чином, сполука МІ-1 має низьку 
цитотоксичність відносно епітеліоцитів 
проксимальних і дистальних канальців ни-
рок, до механізмів якої залучений апоптоз. 
Збільшення вмісту рERK1/2, особливо у 
дистальних канальцях, під впливом МІ-1 
вказує на те, що одним з можливих меха-
нізмів нефротоксичності МІ-1 є підсилення 

фосфорилювання ERK1/2, що може при-
зводити до апоптозу епітеліоцитів через 
активацію 3-каспази. Водночас збільшення 
вмісту tERK1/2 в проксимальних канальцях 
під впливом МІ-1 може сприяти виживанню 
їх клітин за умов, наприклад, дії токсичного 
чинника чи оксидативного стресу. В ціло-
му низька нефротоксичність сполуки МІ-1 
свідчить про перспективність подальших її 
досліджень. 

И.В. харчук, О. Андрухова, В.К. Рыбальченко, 
О. Андрухов

МЕхАНИЗМЫ НЕФРОТОКСИчНОСТИ НО-
ВОГО пРОТИВООпУхОЛЕВОГО СОЕДИНЕ-
НИЯ - пРОИЗВОДНОГО МАЛЕИМИДУ МИ-1

Исследованы особенности влияния производного малеи-
мида 1-(4-Cl-бензил)-3-хлор-4-(CF3-фениламино)-1Н-
пиррол-2,5-дион (МИ-1) на жизнеспособность и апопто-
зиндуцированную гибель эпителиоцитов проксимальных 
и дистальных канальцев почек, а также содержание общей 
и фосфорилированой форм канази ERK1/2 в них для уста-
новления возможных механизмов нефротоксичности МИ-
1. Исследование влияния последнего на жизнеспособность 
и апоптоз эпителиоцитов канальцев почек проводили с 
помощью 3,4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-дифенил-тетразо-
лиум бромид (МТТ)-теста и проточной цитометрии после 
окрашивания специфическими антителами к анексину 
V соответственно. содержание ERK1/2 определяли с 
помощью имунноблотинга. Установлено, что МИ-1 яв-

Рис. 5. Імуноблотинг фосфорильованої кінази (pERK1/2) і загальної (tERK1/2) (а) та співвідношення їх експресії (pERK1/2/
tERK1/2) (б) у зразках білків з органної культури проксимальних і дистальних канальців нирок мишей після 2 год впливу 
розчинника (І - контроль) або похідного малеіміду МІ-1 (ІІ - 10 мкмоль/л). * Р<0,05 відносно контролю
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ляется более токсичным по отношению к эпителиоцитам 
дистальних канальцев, чем проксимальных. В механизмы 
цитотоксичности МИ-1 вовлечен апоптоз. Одним из 
возможных механизмов нефротоксичности соединения 
МИ-1 является усиление фосфорилирования ERK1/2 
в дистальных канальцах. Одновременное увеличение 
общего количества ERK1/2 в проксимальных канальцах 
под влиянием МИ-1 может способствовать выживанию 
эпителиоцитов в условиях действия токсического фактора 
или оксидативного стресса.
Ключевые слова: производные малеимида (пиролы) 
нефротоксичность, апоптоз, ERK1/2 сигнальный каскад.

I.V. kharchuk, O. Andrukhova, V.k. Rybalchenko, 
O. Andrukhov

MECHANISMS OF NEPHROTOXICITY  
OF NOVEL ANTICANCER COMPOUND  
MALEIMIDE DERIVATIVE МІ-1

The features of the impact of the maleimide derivative 1-(4-Cl-
benzyl)-3-chloro-4-(CF3-fenilamino)-1H-pyrrole-2,5-dione 
(MI-1) on the viability and apoptosis-induced cell death of 
renal proximal and distal tubular epithelial cells and the amount 
of total and phosphorylated ERK1/2 were studied in order 
to establish possible mechanisms of nephrotoxicity induced 
by of MI-1. The viability and apoptosis of renal epithelial 
tubular cells after incubation with MI-1 were perfomed by 
3,4,5-dymetyltiazol-2-yl-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 
(MTT)-test and by flow cytometry after staining with specific 
antibodies to annexin V, respectively. The amount of ERK1/2 
was determined by Western blotting. The data indicate that 
MI-1 was more toxic with respect to the epithelial cells of distal 
than proximal tubule cells. The apoptosis-induced cell death 
pathway is involved in the mechanisms of MI-1 cytotoxicity. 
One of the possible mechanisms of MI-1 nephrotoxicity is 
increase in phosphorylation of ERK1/2 in the distal tubules. 
At the same time the increase amount of total ERK1/2 in 
proximal tubules under the influence of MI-1 may contribute 
to the survival of proximal tubular epithelial cells under the 
impact of a toxic factor or oxidative stress.
Key words: maleimide derivatives, nephrotoxicity, apoptosis, 
ERK1/2 signalling pathway.
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