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Аннотация

Синтезировано новое производное усниновой кислоты, содержащее цианэтильный и изониазидный фраг-
менты. Соединение ингибирует активность фермента репарации ДНК Tdp1 со значением IC

50
 = 1.2 мкмоль/л, 

неактивно в отношении Tdp2 и не влияет на выживаемость клеток для панели пассируемых клеточных линий 
в диапазоне концентраций до 20 мкмоль/л. Показано, что соединение в комбинациях с определенными кон-
центрациями противоопухолевых препаратов способно сенсибилизировать действие противоопухолевых пре-
паратов олапариба и темозоломида на некоторых клеточных линиях.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы активно разрабатываются 
стратегии лечения онкологических заболеваний, 
действие которых направлено на ферменты ре-
парации ДНК. Одной из важных мишеней таких 
стратегий является тирозил-ДНК-фосфодиэсте-
раза 1 (Tdp1) – фермент репарации ДНК, очи-
щающий 3′-конец ДНК от 3′-фосфотирозина и 
других различных ковалентных аддуктов, в том 
числе образующихся под действием лучевой 
терапии и противоопухолевых препаратов [1, 2]. 
К широко используемым противоопухолевым 
препаратам, в частности, относятся топотекан и 
иринотекан, которые стабилизируют коротко-
живущие ковалентные комплексы топоизоме-
разы 1 (Top1) и ДНК и тем самым приводят к 

гибели клеток. Устраняя эти комплексы, Tdp1 
снижает эффективность терапии. Нами ранее 
было показано, что применение ингибиторов 
Tdp1 в сочетании с топотеканом повышает ци-
тотоксичность последнего in vitro и его проти-
воопухолевую и антиметастатическую эффек-
тивность в отношении опухолей у мышей in 
vivo [3]. Самые эффективные известные на се-
годня ингибиторы Tdp1 – производные уснино-
вой кислоты 1 (рис. 1). Из них гидразонотиазо-
лы 2 ингибируют Tdp1 в наиболее низком диа-
пазоне концентраций [3]. Данные соединения 
имеют ряд недостатков: неустойчивость при хра-
нении, предположительно, из-за высокой реак-
ционной способности гидразонового фрагмента и 
токсичность, обусловленную протонофорными 
свойствами трикетонной системы кольца С. Хотя 
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последние в то же время способствуют высокой 
способности соединения проникать в клетку [4]. 

В поисках более стабильного и менее цито-
токсичного ингибитора Tdp1 нами были синте-
зированы другие производные усниновой кисло-
ты, которые также тестировали на способность 
ингибировать Tdp1 и в качестве ингибиторов 
тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 2 (Tdp2). Tdp2 
принадлежит к семейству металлозависимых 
фосфодиэстераз и гидролизует 5′-фосфотиро-
зин – продукт ковалентного присоединения то-
поизомеразы 2 к ДНК [5]. Tdp1 и Tdp2 способны 
брать на себя функции друг друга, хотя и с 
меньшей эффективностью [6–8]. Синтезирован-
ные производные усниновой кислоты также про-
веряли в качестве сенсибилизирующего агента 
других противоопухолевых препаратов, кото-
рые повреждают ДНК, а именно: этопозида, те-
мозоломида и олапариба. При этом известно, 
что в репарации таких повреждений может 
участвовать Tdp1.

Этопозид – это ингибитор Тор2, применяе-
мый в клинической практике, который стабили-
зирует ковалентные комплексы Тор2 с 5′-кон-
цом ДНК [5, 9]. 

Темозоломид – алкилирующий препарат, 
который используется в клинических исследо-
ваниях [10]. Помимо способности удалять кова-
лентные аддукты топоизомеразы 1 (Top1) и ДНК, 
Tdp1 может гидролизовать в ДНК АР-сайты 
(образующиеся в процессе BER) и индуциро-
вать их репарацию [11]. Эта активность осо-
бенно актуальна для репарации повреждений 
ДНК, инициированных монофункциональными 
алкилирующими агентами, такими как темозо-
ломид. Так, в работе [12] показано, что опухо-
левые клетки, дефицитные по Tdp1, гиперчув-
ствительны к алкилирующим агентам, и что 
сниженное содержание Tdp1 сенсибилизирует 
резистентные к терапии клетки глиобластомы 
к темозоломиду. 

Олапариб является эффективным ингибито-
ром поли(АДФ-рибозо)полимераз 1–3 (ПАРП1–
ПАРП3), который блокирует ответ на повреж-
дения ДНК в опухолевых клетках с дефицитом 
гомологичной рекомбинации [13]. Применение 
олапариба у пациентов с раком яичников и молоч-
ной железы существенно увеличивает продолжи-
тельность жизни и безрецидивную выживаемость. 
Поли(АДФ-рибозо)полимераза 1 является клю-
чевым регулятором множества клеточных про-
цессов, связанных с репарацией ДНК, стабиль-
ностью генома и программируемой клеточной 
гибелью, в том числе участвует в репарации 

ДНК, катализируемой Tdp1. Показаны прямые 
взаимодействия ПАРП1 и Tdp1 [14] и ПАРили-
рование Tdp1, привлекающее Tdp1 к месту по-
вреждения ДНК [15]. Кроме того, известно, что 
в нокаутных по ПАРП1 клетках снижена ак-
тивность Tdp1 [16] и повышена чувствитель-
ность к ингибиторам Тор1 [17, 18]. Также хоро-
шо известен синергический эффект ингибиторов 
ПАРП1 и Тор1 [19, 20]. Все эти данные вместе 
указывают на возможность синергического эф-
фекта от совместного применения ингибиторов 
ПАРП1 и Tdp1.

В рамках этого направления в качестве ин-
гибитора Tdp1 нами ранее было синтезировано 
производное усниновой кислоты 3, содержащее 
цианэтильные заместители в кольце А и аннели-
рованный с кольцом С пиразольный цикл. Было 
показано, что это производное обладает ингиби-
рующей активностью в отношении очищенного 
рекомбинантного Tdp1 в микромолярном диапазо-
не концентраций (IC

50
 = 2.9±0.8 мкмоль/л) [21], 

не влияет на количество живых клеток в кон-
центрациях до 100 мкмоль/л для пассируемых 
клеток различных типов, усиливает цитотокси-
ческий/антипролиферативный эффект олапа-
риба в отношении клеток карциномы шейки 
матки HeLa и аденокарциномы молочной желе-
зы MCF-7, но не топотекана, этопозида и темо-
золомида (неопубликованные данные). Эти дан-
ные свидетельствуют, что такие модификации 
перспективны для синтеза ингибиторов Tdp1, 
хотя эффективность ингибирования такими со-
единениями не самая высокая и их сенсибили-
зирующий эффект избирателен.

В настоящей работе нами синтезировано но-
вое производное усниновой кислоты с циан-
этильными заместителями ацетильной группы 
кольца А, кольцо С усниновой кислоты в кото-
ром модифицировано не формированием кон-
денсированного пиразольного цикла, а введе-
нием ацилгидразонового фрагмента (изониазид-
ный заместитель). Гидразиды, в отличие от 
гидразинов, присоединяются к усниновой кисло-
те без замыкания пиразольного цикла [2–25] в 
кольце С, что обеспечивает сохранение гидрок-
сильной группы С3–ОН, но, как мы надеемся, 
приводит к снижению протонофорных свойств за 
счет модификации одной из кетогрупп кольца С. 

Задачи данной работы:
– синтез нового производного усниновой кис-

лоты 5, сочетающего цианэтильные и гидразид-
ный фрагменты (схема 1);

– исследование способности нового соедине-
ния подавлять активность очищенных рекомби-
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нантных Tdp1 и Tdp2 и собственного цитоток-
сичного/антипрофилеративного действия соеди-
нения 5 на опухолевых клеточных линиях; 

– исследование in cellulo способности соеди-
нения 5 усиливать действие противоопухоле-
вых препаратов топотекана, этопозида, олапа-
риба и темозоломида в отношении этих клеточ-
ных линий.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

Использованы синтетические исходные ма-
териалы и реагенты производства компании 
Acros Organics (Бельгия), (+)-усниновая кисло-
та – компании Zhejiang Yixin Pharmaceutical Co., 
Ltd (Китай).

Методы исследования

Температуры плавления (т. пл., °С) определя-
ли на столике Кофлера без коррекции. Спектры 
ЯМР 1Н и 13С регистрировали с помощью спек-
трометра Bruker AV-400 (Германия, рабочие ча-
стоты 600 МГц для 1H и 100 MГц для 13C, раство-
ритель – ДМСО-d

6
) с использованием остаточ-

ного сигнала ДМСО-d
5
 в качестве внутреннего 

стандарта. Масс-спектры высокого разрешения 
регистрировали с помощью спектрометра Thermo 
Electron DFS GC-MS (США, энергия ионизации 
электронов 70 эВ). Силикагель Merk (63–200 μ) 
использовался для хроматографии. Нумерация 
атомов в соединениях дана для отнесения сигна-
лов в спектрах ЯМР и не совпадает с нумерацией 
атомов в номенклатурном названии. 

Соединение 4 получали по методике [21].

Синтез соединения 5

Соединение 4 (1 ммоль) и изониазид (1.1 ммоль) 
растворили в 10 мл этанола. Полученную смесь 

перемешивали при кипячении с обратным хо-
лодильником в течение 3 ч. Затем смесь охла-
дили, разбавили водой и подкислили водным 
раствором 1 М HCl до выпадения осадка. Оса-
док отфильтровали и сушили на воздухе. Целе-
вое вещество очищали методом колоночной хро-
матографии на силикагеле (элюент – градиент 
метанола в хлороформе 0–10 %). 

N′-[(1E)-1-[(2R)-10-[4-циано-2-(2-циан-
этил)бутаноил]-5,11,13-тригидрокси-2,12-ди-
метил-3-оксо-8-оксатрицикло[7.4.0.02,7]три-
дека-1(9),4,6,10,12-пентаен-4-ил]этилиден]
пиридин-4-карбогидразид (5). Коричневый 
аморфный порошок. Выход 60 %. Т. пл. 240–
243 °C. Найдено: m/z 446.1586 [M]+. C

30
H

27
O

7
N

5
. 

Вычислено: М = 446.1590. Спектр ЯМР 1Н 
(ДМСО-d

6
, d, м. д., 400 Гц): 1.69 (3Н, с, Н-15), 

1.82 (2H, м, Н-16), 1.99 (3Н, с, Н-10), 2.02 (2Н, 
м, Н-16), 2.56 (4Н, м, Н-17), 2.75 (3Н, с, Н-12), 
5.96 (1Н, с, Н-4), 7.87 (2Н, д, J = 5.2 Гц, Н-20), 
8.62 (2Н, шс, Н-21), 13.24 (1Н, с, ОН-9), 13.38 (1Н, 
с, ОН-7), 14.98 (1Н, с, ОН-3). Спектр ЯМР 13С 
(ДМСО-d

6
, d, м. д.): 7.58 (C-10), 14.28 (С-17), 17.38 

(C-12), 26.05 и 26.48 (С-16), 31.91 (C-15), 45.53 
(С-14), 55.38 (C-9b), 100.41 (C-2), 100.65 (С-6), 103.16 
(С-4), 105.97 (С-9а), 106.46 (С-8), 120.09 и 120.16 
(CN), 121.76 (С-20), 144.54 (C-19), 149.29 (С-21), 
155.48 (C-5a), 158.90 (C-9), 159.93 (C-11), 163.15 
(C-7), 164.21 (C-18), 172.38 (C-3), 187.34 (C-4a), 
194.56 (С-1), 203.52 (С-13).

Исследование влияния соединения 5  
на активность Tdp1

Активность Tdp1 измеряли с использова-
нием методики, разработанной нами ранее [26]. 
Мы использовали 16-мерный одноцепочечный 
ДНК-биосенсор (5′-[FAM] AAC GTC AGGGTC 
TTC C [BHQ]-3′). Биосенсор синтезирован в ла-
боратории химии нуклеиновых кислот Институ-
та химической биологии и фундаментальной ме-
дицины СО РАН (Новосибирск). Благодаря актив-

Рис. 1. Структурные формулы усниновой кислоты 1, ее гидразонотиазольных производных 2 и соединения 
ОЛ7-43 3..
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ности фермента удаляется тушитель (BHQ1), 
что приводит к увеличению интенсивности флуо-
ресценции FAM. Реакцию проводили при раз-
ных концентрациях ингибиторов (1.5 % ДМСО, 
Sigma, США, в контрольных образцах). Реак-
ционные смеси содержали реакционный бу-
фер (50 ммоль/л Tris-HCl pH 8.0, 50 ммоль/л 
NaCl и 7 ммоль/л β-меркаптоэтанола), 50 нмоль/л 
биосенсора и испытуемый ингибитор. Очищен-
ным ферментом Tdp1 (1.5 нмоль/л) запускали 
реакцию. 

Флуоресценцию измеряли с помощью флуо-
риметра POLARstar OPTIMA (BMG LABTECH, 
GmbH, Германия). Значения IC

50
 определяли 

как минимум в трех независимых эксперимен-
тах и рассчитывали с использованием встроен-
ного программного обеспечения MARS Data 
Analysis 2.0 (BMG LABTECH, GmbH, Германия).

Исследование влияния соединения 5  
на выживаемость пассируемых клеток  
и на цитотоксический/антипролиферативный  
эффект химиопрепаратов

Влияние соединения 5 на выживаемость 
клеток линий HeLa (рак шейки матки челове-
ка), HEK293A (эмбриональная почка человека), 
HCT-116 (колоректальная карцинома человека) 
и MRC-5 (фибробласты легких человека) ис-
следовали с использованием стандартного МТТ-
теста [27] путем колориметрического измерения 
количества формазана, превращенного из бро-
мида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
2Н-тетразолия, в клетках, подвергшихся воздей-
ствию соединения. Клетки выращивали в среде 
DMEM с 50 МЕ/мл пенициллина, 50 мкг/мл 
стрептомицина (MP Biomedicals, США) и 10 % 
эмбриональной бычьей сыворотки (ООО “Био-
лоТ”, Россия) в 5 % атмосфере СО

2
. После дости-

жения 30–50 % конфлюентности в среду добав-

ляли соединение. Объем добавляемого реагента 
составлял 1/100 от общего объема культураль-
ной среды, а количество ДМСО – 1 % от конеч-
ного объема. С каждым ингибитором проводи-
ли не менее двух независимых испытаний. Для 
оценки влияния ингибитора Tdp1 на эффекты 
топотекана (Selleck Chemicals, США), этопозида 
(Etoposide-Teva, Pharmachemie, Нидерланды), 
темозоломида (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 
Япония) и олапариба (Santa Cruz Biotechnology, 
США) варьировали концентрации химиопрепара-
тов в присутствии или в отсутствии 10 мкмоль/л 
ингибитора Tdp1. С каждой комбинацией прово-
дили не менее трех независимых испытаний.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для синтеза целевого соединения на первом 
этапе было получено производное 4 по разрабо-
танной ранее методике [21]. Для этого (+)-усни-
новую кислоту 1 вводили в реакцию с акрило-
нитрилом в ДМФА в присутствии карбоната 
калия (схема 1). Продукт 4 был выделен с вы-
ходом 88 % после колоночной хроматографии. 
Затем полученное производное вводили в реак-
цию с изониазидом в этаноле при кипячении, 
что привело к образованию целевого соедине-
ния 5 с выходом 60 % после колоночной хрома-
тографии.

Ранее было показано, что реакция усниновой 
кислоты с гидразидами ароматических кислот 
протекает с формированием гидразонового фраг-
мента по карбонильной группе (С-11)=О [22–25], 
в отличие от реакции усниновой кислоты с ами-
нами, в которых происходит изомеризация с об-
разованием енамина [28–32], и гидразинами, в 
которых протекает внутримолекулярная цикли-
зация с образованием пиразольного цикла [32]. 
Образование гидразонового фрагмента подтверж-

Схема 1. Синтез целевого соединения 5.
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дается многочисленными исследованиями реак-
ции усниновой кислоты с различными N-нуклео-
филами. В ряде случаев реакция может проте-
кать по атому С-1 карбонильной группе, однако 
для такого продукта реакции явно видно раз-
личие в спектрах ЯМР 1Н и 13С в сравнении с 
продуктом С-11 аминирования [33, 34].

Строение соединения 5 также подтверждает-
ся данными спектров ЯМР 1Н и 13С, которые 

схожи со спектральными данными ранее полу-
ченного продукта конденсации усниновой кис-
лоты с изониазидом 6 [24, 25] (табл. 1). Так, сигна-
лы ОН-3, ОН-7, ОН-9 и Н-4 в 1Н ЯМР спектрах 
практически совпадают. Наличие трех сигналов 
в области более 10 м. д. свидетельствует о том, 
что продукт находится именно в незамкнутом 
виде, в то время как при реакциях с замещен-
ными гидразинами может происходить обра-
зование аннелированного кольцу С пиразоль-
ного цикла, в котором бы наблюдалось только 
два сигнала в данной области спектра [33, 35]. 
В 13С ЯМР-спектре сигналы в кольце А практи-
чески не изменились при превращении соеди-
нения 4 в производное 5. Сигналы кольца С, а 
именно (С-1)–(С-4), С-4а, С-11, сходятся с сиг-
налами тех же атомов гидразона 6. 

Соединение 5 ингибировало Tdp1 со значе-
нием IC

50
 1.2±0.4 мкмоль/л, которое вдвое ниже, 

чем для аналога с пиразольным циклом (соеди-
нение 3) [3]. Ранее нами было показано, что не-
которые производные усниновой кислоты слабо 
ингибируют Tdp2 – другой фермент репарации 
ДНК, удаляющий повреждения с 5′-конца [3]. 

ТАБЛИЦА 1

Сравнение спектров ЯМР 1Н и 13С производных 5 и 6 (d, м. д.)

Номер атома

Н-4 5.96 5.95

Н-12 2.75 2.71

ОН-3 14.98 14.80

ОН-7 13.38 13.40

ОН-9 13.24 12.13

С-1 194.56 197.5

С-2 100.41 101.0

С-3 172.38 173.6

С-4 103.16 102.4

С-4а 187.34 188.7

С-11 159.93 157.7

С-13 203.52 201.0

Примечание. Данные ЯМР-спектров соединения 6 взяты из [24].

Рис. 2. Цитотоксическое/антипролиферативное действие со-
единения 5 согласно данным МТТ-теста.
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Мы также проверили способность соединения 5 
ингибировать Tdp2. Ингибирующей активности 
не обнаружили: остаточная активность фер-
мента составляла не менее 70 % в присутствии 
1 ммоль/л соединения (данные не приведены).

Влияние соединения 5 на выживаемость кле-
ток тестировали на панели пассируемых опухо-
левых (HeLa, карцинома шейки матки челове-
ка, HCT-116, колоректальная карцинома чело-
века) и неопухолевых (MRC-5, фибробласты 
легких человека, HEK293A, эмбриональная поч-
ка человека) клеточных линий. Поскольку мы 
планируем использовать ингибиторы Tdp1 в 
составе терапевтических комбинаций, они не 
должны усугублять и без того серьезные по-
бочные эффекты. Соединение 5 не проявляло 
цитотоксического/антипролиферативного дей-
ствия в диапазоне концентраций 1–20 мкмоль/л 
(не менее 80 % живых клеток). В концентрации 
100 мкмоль/л соединение снижало выживаемость 
клеток всех типов (рис. 2). 

Нами изучена способность соединения 5 по-
тенцировать действие известных противоопухо-
левых препаратов, таких как топотекан, этопо-
зид, темозоломид и олапариб. Для этого исполь-
зовали нетоксичную концентрацию вещества, 
равную 10 мкмоль/л. Способности сенсибилизи-
ровать действие этопозида и топотекана мы не 
обнаружили, за исключением слабого эффекта 
с топотеканом на HeLa (данные не приведены). 
При этом соединение 5 проявляет тенденцию 
к потенцированию действия темозоломида на 
клетки НСТ-116 и НЕK293А, но не HeLa и 
MRC-5 (рис. 3). Для клеток НЕK293А разница 
между метаболической активностью клеток в 
отсутствии соединения 5 и в его присутствии в 
комбинациях с темозоломидом в концентрациях 
100 и 160 мкмоль/л достоверна согласно крите-
рию Манна–Уитни (р < 0.5), в то время как в 
концентрации темозоломида 250 мкмоль/л раз-
ница недостоверна. В концентрации темозоло-
мида 500 мкмоль/л сравнение не проводили из-

Рис. 3. Влияние соединения 5 на цитотоксическое/антипролиферативное действие темозоломида в отношении клеток 
HeLa, HEK293A, MRC-5 и HCT-116 по данным МТТ-теста.
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за малого числа живых клеток. Для клеток 
НСТ-116 достоверной оказалась разница только 
в точке 100 мкмоль/л (р < 0.5).

Важно отметить, что действие олапариба по-
тенцируется соединением 5 в отношении опухо-
левых клеток HeLa и HCT-116, но не неопухо-
левых клеток HEK293A и MRC-5 (рис. 4). Для 
клеток НСТ-116 достоверна разница в метабо-
лической активности клеток под действием ола-
париба по сравнению с комбинацией олапариба 
в концентрации 100 мкмоль/л и соединения 5 
(критерий Манна–Уитни, р < 0.5). При других 
концентрациях олапариба достоверная разница 
не достигнута. В случае клеток HeLa разница 
достоверна при всех концентрациях олапариба 
кроме максимальной (500 мкмоль/л).

Таким образом, результаты экспериментов 
по определению ингибирующей активности в 
отношении Tdp1 и Tdp2 показали, что соедине-
ние 5 является ингибитором Tdp1, но не Tdp2, 

его ингибирующая концентрация вдвое ниже, 
чем тот же показатель прототипа – соедине-
ния 3. При этом сенсибилизирующее действие 
соединения 5 распространяется на два проти-
воопухолевых препарата (олапариб и темозоло-
мид), тогда как соединение 3 усиливало дей-
ствие только олапариба.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований было 
синтезировано новое производное усниновой кис-
лоты, обладающее ингибирующим действием в 
отношении фермента репарации ДНК человека 
Tdp1, но не Tdp2. Показано, что новое соединение 
не проявляет цитотоксического/антипролифе-
ративного эффекта в концентрации 20 мкмоль/л 
и менее. Умеренное влияние соединения 5 на 
выживаемость клеток позволяет выбрать неток-

Рис. 4. Влияние соединения 5 на цитотоксическое/антипролиферативное действие олапариба в отношении клеток HeLa, 
HEK293A, HCT-116 и MRC-5 по данным МТТ-теста.
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сичную концентрацию при применении данного 
соединения в качестве компонента противоопу-
холевой терапии. Показано, что соединение спо-
собно потенцировать действие противоопухоле-
вых препаратов олапариба и темозоломида.

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда в рамках проекта ¹ 21-14-00105. 
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