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Аннотация

Тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1 и 2 (Tdp1 и Tdp2) – ферменты репарации ДНК, которые рассматрива-
ются как потенциальные мишени для вспомогательной противоопухолевой терапии в комбинации с ингибито-
рами топоизомераз. Наиболее эффективные ингибиторы Tdp1 были обнаружены среди производных вторич-
ного метаболита лишайников усниновой кислоты, сенсибилизирующее действие которых в сочетании с инги-
битором топоизомеразы 1 топотеканом подтверждено в экспериментах на культурах клеток и на животных 
моделях. Описаны новые производные усниновой кислоты, синтезированные на основе ранее полученных 
ингибиторов Tdp1 путем введения аннелированного с кольцом С дибензофуранового остова пиразольного цик-
ла, что позволяет снизить собственную токсичность получаемых соединений. Найдены новые дуальные инги-
биторы Tdp1 и Tdp2 в микромолярном диапазоне концентраций.

Ключевые слова: усниновая кислота, производные усниновой кислоты, ингибиторы Tdp1 и Tdp2, противоопу-
холевые свойства, топотекан
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка ингибиторов важных ферментов 
и факторов репарации ДНК относится к пер-
спективным направлениям современной фар-
макологии и является одним из путей создания 
эффективной терапии онкологических заболе-
ваний, особенно для борьбы с лекарственно-
устойчивыми опухолями. Ингибирование клю-
чевых ферментов репарации ДНК в модельных 
системах существенно усиливает эффективность 
традиционных методов лечения. 

Тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1 и 2 (Tdp1 
и Tdp2) – относительно недавно открытые фер-
менты репарации ДНК, которые рассматрива-
ются как потенциальные мишени для вспомога-

тельной терапии в комбинации с ингибиторами 
топоизомераз. К используемым в клинической 
практике ингибиторам топоизомераз относят-
ся: топотекан (Tpc) и иринотекан – ингибиторы 
топоизомеразы 1 (Тор1), наносимые ими по-
вреждения ДНК устраняются Tdp1 [1]; этопо-
зид и доксорубицин – ингибиторы топоизоме-
разы 2 (Тор2), наносимые ими повреждения 
устраняются Tdp2 [1]. Ингибиторы топоизоме-
раз действуют как стабилизаторы ковалентных 
комплексов топоизомераза/ДНК, что приводит 
к накоплению разрывов ДНК и клеточной гибе-
ли. Репарация ДНК с такими ковалентными ад-
дуктами – сложный процесс, который проходит 
с участием тирозил-ДНК-фосфодиэстераз на 
ключевых стадиях и играет существенную роль 
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в развитии лекарственной устойчивости [2]. Так-
же была обнаружена способность Tdp1 и Tdp2 
брать на себя функции друг друга, хотя и с 
меньшей эффективностью [3–5], что опреде-
ляет перспективность как совместного приме-
нения селективных ингибиторов этих двух фер-
ментов, так и создания агентов, способных од-
новременно ингибировать Tdp1 и Tdp2. Следует 
отметить, что значительные различия в строе-
нии активных центров ферментов Tdp1 и Tdp2 
делают задачу создания дуальных ингибиторов 
крайне нетривиальной.

Спектр описанных в литературе ингибиторов 
Tdp1 широк [6–9], но наиболее эффективные 
ингибиторы Tdp1 были обнаружены среди про-
изводных вторичного метаболита лишайников 
(усниновой кислоты 1) – соединения 2–4 (рис. 1), 
сенсибилизирующее действие которых в соче-
тании с ингибитором Tор1 Tpc подтверждено в 
экспериментах на культурах клеток и на жи-
вотных моделях [6, 9]. Среди всех известных на 
сегодня синтетических, природных и полусинте-
тических ингибиторов Tdp1 гидразонотиазоль-
ное производное 4a позиционируется как наи-
более эффективный ингибитор Tdp1 с подтверж-
денной in vivo способностью сенсибилизировать 
противоопухолевое действие Трс [6]. Однако соб-
ственная цитотоксичность этого соединения до-
статочно высока в отношении опухолевых кле-
ток линий HeLa, HCT-116, A-549, MCF-7 (3–
50 мкмоль/л) [6] и неопухолевых клеток MRC-5 
и НЕК293А (5 и 3 мкмоль/л соответственно, не-

опубликованные данные), что делает актуаль-
ным поиск его аналогов с более безопасным про-
филем цитотоксичности.

Список известных ингибиторов Tdp2 суще-
ственно ограничен [10–13] и  представлен в ос-
новном деазафлавинами [14–18], производны-
ми хинолинов [19–21] и изохинолинов [22–24]. 
Но и среди производных усниновой кислоты, 
полученных дериватизацией азотистыми гете-
роциклами (соединения 5a–c, см. рис. 1), нашим 
коллективом были обнаружены мягкие ингиби-
торы Tdp2 [25], подавляющие активность Tdp2 
на 40–70 % в концентрации 1 ммоль/л. 

Из литературных данных по цитотоксично-
сти и способности сенсибилизировать противо-
опухолевое действие Трс для производных 
усниновой кислоты можно предположить, что 
гидразонотиазольный фрагмент определeнно 
является важным (фармакофорным) как для 
проявления ингибирующих свойств в отноше-
нии Tdp1, так и для усиления действия топоте-
кана in vitro и in vivo. Также, согласно литера-
турным данным, собственная цитотоксичность 
производных усниновой кислоты существенно 
снижается или даже полностью отсутствует 
при введении в кольцо С остова усниновой кис-
лоты фенилпиразольного фрагмента. Например, 
соединение 6 не влияет на выживаемость клеток 
линий MCF-7 (аденокарцинома молочной желе-
зы человека) и LMTK (фибробласты мыши) в 
концентрации до 100 мкмоль/л, в то время как 
нативная усниновая кислота проявляет токсич-

Рис. 1. Производные усниновой кислоты, проявляющие ингибирующую активность в отношении Tdp1 и Tdp2.
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ность (50%-я цитотоксическая концентрация (CC
50
) 

равна 99 и 45 мкмоль/л соответственно), а сое-
динение 7b не токсично для клеток MCF-7, в то 
время как его аналог 7a без пиразольного фраг-
мента в концентрации 100 мкмоль/л снижает 
выживаемость клеток до 70 % (рис. 2) [6]. Отсут-
ствие собственной токсичности для ингибиторов 
Tdp1/Tdp2, которые предполагается использо-
вать как вспомогательные средства в сочетании 
с препаратом-ингибитором топоизомеразы, важ-
но с точки зрения минимизации дополнительных 
побочных эффектов.

Исходя из этих предположений, представля-
ется перспективным синтезировать новые произ-
водные усниновой кислоты, комбинирующие дан-
ные фрагменты в качестве потенциальных инги-
биторов Tdp1. Благодаря наличию азотистого 
гетероцикла, целевые соединения могут быть 
потенциальными ингибиторами Tdp2. 

Задачи настоящей работы – синтез новых про-
изводных усниновой кислоты, сочетающих ги-
дразонотиазольный и пиразольные фрагменты; 
исследование способности новых соединений по-
давлять активность очищенных рекомбинант-
ных ферментов Tdp1 и Tdp2 и их собственной 
цитотоксичности на опухолевых клеточных ли-
ниях; исследование in vitro способности новых 
соединений усиливать действие топотекана и 
этопозида в отношении этих клеточных 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 
частоты 300 или 400 МГц для 1H и 100 MГц для 13C, 
растворитель – CDCl

3
) с использованием оста-

точного сигнала CHCl
3
 в качестве внутреннего 

стандарта. Масс-спектры высокого разрешения 
регистрировали с помощью спектрометра Ther-
mo Electron DFS GC-MS (США, энергия иони-
зации электронов 70 эВ). Нумерация атомов в 
соединениях дана для отнесения сигналов в 
спектрах ЯМР и не всегда совпадает с нумера-
цией атомов в номенклатурном названии.

Соединения 4a и 4b получали по методике [9].

Синтез соединений 8a,b–9a,b

Гидрохлориды фенилгидразинов (1.1 ммоль) 
кипятили в 10 мл спирта с добавлением эквимо-
лярного количества (0.1 мл) пиридина до пол-
ного растворения реагента (5 мин). К кипящему 
раствору добавляли взвесь 1 ммоль соединения 
4a или 4b в 5 мл этилового спирта и кипятили 
на водяной бане 2 ч. Охлаждали, добавляли 30 мл 
дистиллированной воды. Выпадал осадок корич-
невого цвета. Осадок отфильтровали, промыли во-
дой, сушили на воздухе. Полученный осадок хро-
матографировали на колонке с силикагелем (60–
200 μ), элюент – дихлорметан. 

(R,E)-8-(2-(2-(4-бромбензилиден)гидрази-
нил)тиазол-4-ил)-5,7-дигидрокси-3,4a,6-три
метил-1-фенил-1 ,4a-дигидро-4H-бен
зофуро[3,2-f]индазол-4-он (8a). Коричневый 
аморфный порошок. Выход 33 %. Т

разл
 147–149 °C. 

Найдено: m/z 653.0721 [M]+. C
32

H
24

O
4
N

5
BrS. Вы-

числено: М = 653.0727. Спектр ЯМР 1Н (CDCl
3
, 

Рис. 2. Цитотоксичность производных усниновой кислоты 6a и 7a,b.
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d, м. д., 400 Гц): 1.70 (3Н, с, Н-15), 2.18 (3Н, с, 
Н-10), 2.60 (3Н, с, Н-12), 6.07 (1Н, с, Н-4), 7.04 (1Н, 
с, Н-14), 7.17 (1Н, с, Н-17), 7.23 (2Н, АВ-сист., 
J

AB
 = 8.6 Гц, Н-19), 7.29 (2Н, АВ-сист., J

AB
 = 8.6 Гц, 

Н-20), 7.40–7.60 (5Н, м, Н-23, Н-24 и Н-25), 
9.06 (1Н, с, NH), 10.37 (1Н, с, ОН-9), 12.49 (1Н, шс, 
ОН-7). Спектр ЯМР 13С (CDCl

3
, δ, м. д.): 8.4 (C-

10), 13.2 (C-12), 30.5 (C-15), 60.5 (C-9b), 88.0 (C-4), 
97.4 (C-6), 103.6 (C-9a), 104.2 (C-14), 107.8 (C-8), 
110.6 (C-2), 123.5 (C-21), 123.8 (C-23), 127.8 (C-
19), 128.4 (C-25), 129.5 (C-24), 131.5 (C-20), 132.3 
(C-22), 137.9 (C-18), 140.9 (C-17), 143.7 (C-13), 
148.3 (C-11), 151.1 (C-3 и C-5a), 152.4 (C-9), 155.8 
(C-7), 166.0 (C-16), 173.6 (C-4a), 196.4 (C-1).

(R,E)-8-(2-(2-(4-бромбензилиден)гидрази-
нил)тиазол-4-ил)-1-(4-бромофенил)-5,7-ди
гидрокси-3,4a,6-триметил-1,4a-дигидро-4H-
бензофуро[3,2-f]индазол-4-он (8b). Коричневый 
аморфный порошок. Выход 34 %. Т

разл
 153–155 °C. 

Найдено: m/z 715.9579 [M–СН
3
]+. C

31
H

20
O

4
N

5
Br

2
S. 

Вычислено: М = 715.9597. Спектр ЯМР 1Н (CDCl
3
, 

d, м. д., 400 Гц): 1.69 (3Н, с, Н-15), 2.17 (3Н, с, 
Н-10), 2.58 (3Н, с, Н-12), 6.04 (1Н, с, Н-4), 7.03 (1Н, 
с, Н-14), 7.17 (1Н, с, Н-17), 7.23 (2Н, АВ-сист., 
J

AB
 = 8.6 Гц, Н-19), 7.29 (2Н, АВ-сист., J

AB
 = 8.6 Гц, 

Н-20), 7.46 (2Н, АВ-сист., J
AB

 = 8.7 Гц, Н-23), 
7.65 (2Н, АВ-сист., J

AB
 = 8.7 Гц, Н-24), 8.97 (1Н, 

с, NH), 10.28 (1Н, с, ОН-9), 12.48 (1Н, шс, ОН-7). 
Спектр ЯМР 13С (CDCl

3
, δ, м. д.): 8.3 (C-10), 

13.2 (C-12), 30.4 (C-15), 60.5 (C-9b), 87.7 (C-4), 
97.3 (C-6), 103.5 (C-9a), 104.3 (C-14), 107.8 (C-8), 
110.7 (C-2), 122.1 (C-21), 123.5 (C-25), 125.2 (C-23), 
127.7 (C-19), 131.4 (C-20), 132.6 (C-24), 132.2 (C-18), 
136.9 (C-22), 140.8 (C-17), 143.7 (C-13), 148.3 (C-11), 
151.1 (C-3), 151.4 (C-5a), 152.3 (C-9), 155.8 (C-7), 
165.9 (C-16), 173.9 (C-4a), 196.1 (C-1).

(R,E)-8-(2-(2-((5-бромтиофен-2-ил)мети-
лен)гидразинил)тиазол-4-ил)-5,7-дигидрокси-
3,4a,6-триметил-1-фенил-1,4a-дигидро-4H-
бензофуро[3,2-f]индазол-4-он (9a). Коричневый 
аморфный порошок. Выход 40 %. Т

разл
 148–150 °C. 

Найдено: m/z 659.0279 [M]+. C
30
H

22
O

4
N

5
BrS

2
. Вы-

числено: М = 659.0291. Спектр ЯМР 1Н (CDCl
3
, 

d, м. д., 400 Гц): 1.72 (3Н, с, Н-15), 2.19 (3Н, с, Н-10), 
2.59 (3Н, с, Н-12), 6.15 (1Н, с, Н-4), 6.63 (2Н, 
АВ-сист., J

AB
 = 3.8 Гц, Н-19), 6.71 (2Н, АВ-сист., 

J
AB

 = 3.8 Гц, Н-20), 7.07 (1Н, с, Н-14), 7.24 (1Н, с, 
Н-17), 7.44–7.60 (5H, м, H-23, H-24, H-25), 8.75 (1Н, 
с, NH), 10.34 (1Н, с, ОН-9), 12.30 (1Н, шс, ОН-7). 
Спектр ЯМР 13С (CDCl

3
, δ, м. д.): 8.3 (C-10), 

13.2 (C-12), 30.5 (C-15), 60.4 (C-9b), 88.05 (C-4), 
97.4 (C-6), 103.6 (C-9a), 104.4 (C-14), 107.6 (C-8), 
110.6 (C-2), 114.62 (C-21), 123.7 (C-23), 128.4 (C-25), 
128.5 (C-19), 129.5 (C-24), 130.0 (C-20), 135.6 (C-17), 

137.8 (C-22), 139.8 (C-18), 143.5 (C-13), 148.4 (C-11), 
151.0 (C-3), 151.1 (C-5a), 152.3 (C-9), 155.7 (C-7), 
165.6 (C-16), 173.7 (C-4a), 196.2 (C-1).

(R,E)-1-(4-бромфенил)-8-(2-(2-((5-бром
тиофен-2-ил)метилен)гидразинил)тиазол-4-
ил)-5,7-дигидрокси-3,4a,6-триметил-1,4a-ди
гидро-4H-бензофуро[3,2-f]индазол-4-он (9b). Ко-
ричневый аморфный порошок. Выход 38 %. 
Т

разл
 157–159 °C. Найдено: m/z 736.9402 [M]+. 

C
30
H

21
O

4
N

5
S

2
Br

2
. Вычислено: М = 736.9396. Спектр 

ЯМР 1Н (CDCl
3
, d, м. д., 300 Гц): 1.70 (3Н, с, Н-15), 

2.17 (3Н, с, Н-10), 2.58 (3Н, с, Н-12), 6.12 (1Н, с, 
Н-4), 6.63 (2Н, АВ-сист., J

AB
 = 3.8 Гц, Н-19), 6.71 

(2Н, АВ-сист., J
AB

 = 3.8 Гц, Н-20), 7.05 (1Н, с, 
Н-14), 7.25 (1Н, с, Н-17), 7.45 (2Н, АВ-сист., 
J

AB
 = 8.6 Гц, Н-23), 7.66 (2Н, АВ-сист., J

AB
 = 8.6 Гц, 

Н-24), 8.83 (1Н, с, NH), 10.26 (1Н, с, ОН-9), 
11.97 (1Н, шс, ОН-7). Спектр ЯМР 13С (CDCl

3
, 

δ, м. д.): 8.4 (C-10), 13.2 (C-12), 30.5 (C-15), 60.6 (C-9b), 
87.85 (C-4), 97.5 (C-6), 103.6 (C-9a), 104.5 (C-14), 
107.9 (C-8), 110.9 (C-2), 114.8 (C-21), 122.16 (C-25), 
125.2 (C-23), 128.7 (C-19), 130.2 (C-20), 132.6 (C-24), 
135.8 (C-17), 137.05 (C-22), 139.9 (C-18), 143.7 (C-13), 
148.5 (C-11), 151.1 (C-3), 151.2 (C-5a), 152.4 (C-9), 
155.9 (C-7), 165.8 (C-16), 174.2 (C-4a), 196.2 (C-1).

Исследование влияния соединений  
на активность Tdp1 и Tdp2

Ингибирующие свойства соединений по отно-
шению к ферменту Tdp1 изучали с использова-
нием методики, разработанной ранее группой [26]. 
В качестве биосенсора использовали 16-мерный 
одноцепочечный олигонуклеотид, несущий флуо-
рофор (FAM) на 5′-конце и тушитель (BHQ1) на 
3′-конце. При инкубации такой ДНК с фермен-
том тушитель удалялся за счет активности 
Tdp1, что приводило к флуоресценции. Реак-
цию проводили при разных концентрациях ин-
гибиторов (1.5 % ДМСО, Sigma, США, в кон-
трольных образцах). Реакционные смеси содер-
жали буфер Tdp1 (50 ммоль/л Tris-HCl pH 8.0, 
50 ммоль/л NaCl и 7 ммоль/л β-меркаптоэтанола), 
50 нмоль/л биосенсора и испытуемый ингиби-
тор. Ферментом Tdp1 (1.5 нмоль/л) запускали 
реакцию. Интенсивность флуоресценции из-
меряли с помощью флуориметра POLARstar 
OPTIMA (BMG LABTECH, GmbH, Германия). 
Значения концентраций полумаксимального ин-
гибирования IC

50
 определяли как минимум в 

трех независимых экспериментах и рассчиты-
вали с использованием встроенного программ-
ного обеспечения MARS Data Analysis 2.0 (BMG 
LABTECH, GmbH, Германия).
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Активность Tdp2 измеряли аналогично [25]: 
использовали 16-мерный олигонуклеотид, не-
сущий остаток тирозина на 5′-конце и краси-
тель (FAM) на 3′-конце. При инкубации ДНК с 
ферментом тирозин отщеплялся, что приводило 
к изменению электрофоретической подвижности 
олигонуклеотида. Реакцию проводили при раз-
ных концентрациях ингибитора, контрольные об-
разцы содержали 10 % ДМСО. Реакционные сме-
си содержали буфер Tdp2 (50 ммоль/л Tris-HCl 
pH 8.0, 50 ммоль/л NaCl, 8 ммоль/л MgCl

2
 и 

7 ммоль/л β-меркаптоэтанола), 100 нмоль/л 
биосенсора и испытуемый ингибитор. Tdp2 
(200 нмоль/л) запускали реакцию. Реакцию 
останавливали через 15 мин путем добавления 
буфера для нанесения на полиакриламидный 
гель (ПААГ) и прогревания до 90 °С в течение 
7 мин. Электрофорез проводили в 20%-м дена-
турирующем ПААГ. Продукты реакции анали-
зировали с помощью сканера Typhoon FLA 9500 
phosphorimager (GE Healthcare), количествен-
ную обработку проводили с использованием про-
граммного обеспечения QuantityOne 4.6.7. 

Исследование собственной цитотоксичности  
соединений и их влияния  
на цитотоксический эффект  
топотекана и этопозида

Цитотоксичность соединений в отношении 
клеточных линий HeLa (рак шейки матки чело-
века), HCT-116 (колоректальная карцинома че-
ловека), MRC-5 (фибробласты легких человека) 
и HEK293A (эмбриональная почка человека) 
исследовали с использованием МТТ-теста пу-
тем колориметрического измерения количества 

формазана, превращенного из 3-(4,5-диметил
тиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолия броми-
да (МТТ) клетками, подвергшимися воздействию 
соединений. Клетки выращивали в среде DMEM 
с 50 МЕ/мл пенициллина, 50 мкг/мл стрепто-
мицина (MP Biomedicals, США) и 10 % эмбрио-
нальной бычьей сыворотки (ООО “БиолоТ”, 
Россия) в атмосфере 5 % СО

2
. После достижения 

30–50 % конфлюентности в среду добавляли ис-
пытуемые соединения. Объем добавляемых реа-
гентов составлял 1/100 от общего объема куль-
туральной среды, а количество ДМСО – 1 % от 
конечного объема. С каждым ингибитором про-
водили не менее двух независимых испытаний. 
Для оценки влияния ингибиторов на цитотокси-
ческий эффект топотекана (Selleck Chemicals, 
США) и этопозида (Фармахеми Б.В., Нидер-
ланды) варьировали концентрации топотекана 
или этопозида в присутствии или в отсутствии 
10 мкмоль/л ингибиторов Tdp1. Было проведено 
не менее двух независимых испытаний с каж-
дым ингибитором в сочетании с топотеканом 
или этопозидом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве базовых соединений для синтеза 
были выбраны гидразонотиазольные производ
ные 4a,b, методика получения которых отрабо-
тана нами ранее [9]. На втором этапе проводили 
конденсацию с соответствующими фенилгидра-
зинами (схема 1). Выбор гидразинов для синтеза 
осуществлялся на основании литературных дан-
ных о региоселективности реакции [27], выходах 
и цитотоксичности соответствующих продуктов 

Схема 1.
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реакции усниновой кислоты с фенилгидразина-
ми [28–34], а также принимая во внимание пред-
положение, что пара-галогенфенильный фраг-
мент является фармакофором по отношению 
к Tdp1 [6].

Реакцию соединений 4a,b с фенилгидразинами 
проводили в условиях, разработанных нами 
ранее для реакции усниновой кислоты с фе-
нилгидразинами [28]. Однако выходы пира-
зольных соединений 8а,b–9a,b оказались невы-
сокими (33–40 %), в отличие от аналогичных 
реакций фенилгидразонов с усниновой кисло-
той (80–90 %). Замена растворителя на метанол 
и снижение температуры проведения реакции 
привели к увеличению времени реакции, но 
не к повышению выхода целевых соединений. 
Вклад в снижение выхода также внесла необхо-
димость очистки продукта колоночной хромато-
графией.

Таким образом, реакцией гидразонотиазоль-
ных производных усниновой кислоты с фенил-
гидразинами были получены новые соединения 
8а,b–9a,b, содержащие пиразольные циклы, ан-
нелированные с кольцом С усниновой кислоты.

Все изученные соединения ингибировали 
Tdp1 в субмикромолярном диапазоне концен-
траций (табл. 1). По эффективности ингибиро-
вания Tdp1 бидериватизированные соедине-
ния 8а,b–9a,b занимают промежуточную позицию 
между пиразольным производным усниновой 
кислоты 7b (IC

50
 = 2.9 мкмоль/л) и гидразонотиа

золами 4a,b (IC
50

 = 0.026 и 0.088 мкмоль/л соот-
ветственно) [6, 9].

Полученные соединения проявили актив-
ность в отношении Tdp2, подавляя активность 
Tdp2 на 80–20 % в концентрации 500 мкмоль/л 
(см. табл. 1). При этом более активными оказа-
лись соединения, содержащие 4-бромфениль-
ный заместитель в пиразольном цикле (8b, 9b). 
Эффективность ингибирования Tdp2 этими со-
единениями существенно превосходит эффек-
тивность опубликованных ранее производных 
усниновой кислоты 6a–c (40–70 % в концентра-
ции 1 ммоль/л) [25]. 

Бидериватизированные производные усни-
новой кислоты оказались нетоксичны для всех 
изученных клеточных линий, а именно: для двух 
опухолевых (HeLa, карцинома шейки матки; 
HCT-116, колоректальная карцинома) и двух не-
раковых (MRC-5, фибробласты легких; HEK293A, 
почки эмбриона человека) (рис. 3). Более того, 
соединения в высоких концентрациях стимули-

ровали метаболическую активность клеток. Так, 
согласно данным МТТ-теста, соединение 9b сти-
мулировало рост клеток в 1.5–2 раза в концен-
трации 100 мкмоль/л; наименее выраженным 
стимулирующим эффектом обладало соедине-
ние 8a (см. рис. 3). 

Следует отметить, что другое бидериватизи-
рованное производное усниновой кислоты 7b (см. 
рис. 2), содержащее пиразольный фрагмент в 
кольце С и цианоэтильный вместо гидразонотиа-
зольного фрагмента в кольце А, таким стимули-
рующим действием в отношении метаболической 
активности клеток не обладало [6], а производ
ные 4a,b с гидразонотиазольными заместите-
лями в кольце А проявляли выраженную цито-
токсическую активность (CC

50
 от 3 мкмоль/л для 

разных типов клеток) [6, 9].
Далее мы исследовали способность соеди-

нений сенсибилизировать цитотоксический эф-
фект топотекана и этопозида на клетках различ-
ных типов, используя соединения в нетоксичной 
и не стимулирующей рост клеток концентрации 
10 мкмоль/л и топотекан или этопозид в разных 
концентрациях. Видно (рис. 4), что сенсибилизи-
рующее действие соединений в случае топотека-
на проявилось только на клетках HeLa. В отноше-
нии нераковых клеток НЕK293А и MRC-5 ни одно 
соединение не оказало усиливающего влияния на 
цитотоксичность топотекана. Более того, со
единения до некоторой степени защищают клет-
ки НЕK293А (см. рис. 4, а) от действия топоте-
кана. Такой “защитный” эффект в отношении 
нераковых клеток мы наблюдали ранее [35]. 

В отношении опухолевых клеток HeLa (см. 
рис. 4, в), но не HCT-116 (см. рис. 4, г) соеди-
нения проявили сенсибилизирующий эффект в 
сочетании с топотеканом. Наиболее эффектив-
ным сенсибилизатором оказалось соединение 8а, 
которое также практически не стимулировало 
метаболическую активность клеток (см. выше), 
что указывает на безопасность его применения 
и в совокупности с сенсибилизирующим эффек-

ТАБЛИЦА 1

Влияние соединений на активность Tdp1 и Tdp2

Соединение IC
50

, мкмоль/л 
Tdp1

Остаточная активность  
Tdp2, % (концентрация 
ингибитора 500 мкмоль/л)

8a 0.34±0.01 80±20

8b 0.5±0.3 20±10

9a 0.34±0.1 80±30

9b 0.3±0.2 20±10
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том позволяет рассматривать его в качестве 
кандидата для дальнейших исследований.

Влияния на действие этопозида не выявлено 
ни для одного соединения и в отношении ни од-
ной из изученных линий клеток (данные не при-
ведены). Вероятно, это связано с низкой кон-
центрацией соединений, использованных в ком-
бинации с этопозидом. Поскольку эксперименты 
по собственной цитотоксичности (см. рис. 3) по-
казали, что в концентрациях 20 и 100 мкмоль/л 
соединения стимулируют метаболическую ак-
тивность клеток, мы использовали нестимули-
рующую концентрацию 10 мкмоль/л. Для инги-
бирования Tdp2 требуются более высокие кон-
центрации. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований были 
синтезированы новые производные усниновой 

кислоты, содержащие пиразольные циклы, ан-
нелированные с кольцом С, обладающие инги-
бирующим действием в отношении ферментов 
репарации ДНК человека Tdp1 и Tdp2. Выявле-
но влияние структуры заместителя в пиразоль-
ном цикле на ингибирующую активность в от-
ношении Tdp2, более активными ингибиторами 
оказались соединения, содержащие 4-бромфе-
нильный заместитель. Показано, что новые со
единения не проявляют цитотоксичность в дозах 
до 100 мкмоль/л, более того, некоторые соеди-
нения в высоких концентрациях стимулируют 
метаболическую активность клеток. Отсутствие 
цитотоксичности является благоприятным фак-
тором с точки зрения собственных токсических 
эффектов при применении данных соединений 
в качестве компонента противоопухолевой те-
рапии. При этом при выборе соединений и доз 
следует иметь в виду способность соединений 
стимулировать выживаемость клеток.

Рис. 3. Влияние соединений 8а,b–9a,b на метаболическую активность клеток HEK293A, MRC-5, HeLa и HCT-116 по 
данным МТТ-теста. 
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