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Резюме 
Актуальность. В работе представлены результаты изучения новых производных фенилпиразолотриазина с 
целью установления возможности их использования в качестве противоопухолевых средств, в том числе для хи-
миотерапии рака молочной железы (РМЖ). Актуальность работы обусловлена широким распространением он-
кологических заболеваний и высокой смертностью от РМЖ, что диктует необходимость постоянной разработки 
новых противоопухолевых препаратов. Цель исследования. Скрининг противоопухолевого потенциала четырёх 
новых производных фенилпиразолотриазина путём тестирования их цитотоксической (ЦТА) и цитостатической 
(ЦСА) активности на культурах клеток РМЖ. Материал и методы. Культивирование клеток MCF-7, MDAMB231, 
BT474 и MCF-10a и определение ЦТА и ЦСА производных фенилпиразолотриазина в концентрациях от 0,25 до 
10,0 ммоль/л. Результаты. Для культуры MCF-7 максимальное подавление выживаемости клеток (МПВ) препа-
рата сравнения темозоломида было равно 2,44, а концентрация, вызывающая 50% гибель клеток (IC₅₀) — 
6,81 мм/л, для других культур показатели ЦТА были несколько ниже. Фенилпиразолотриазин 3 продемонстриро-
вал активность ниже темозоломида, IC₅₀ в большинстве достигнут не был. Это производное было классифици-
ровано как соединение с низкой ЦТА и умеренной ЦСА. Фенилпиразолотриазины 1 и 4 проявили более высокую 
активность, чем у препарата сравнения, и были классифицированы как соединения с низкой или умеренной ЦТА 
и умеренной ЦСА. Наконец, фенилпиразолотриазин 2 с МПВ 3,70 и IC₅₀ 1,66 ммоль/л показал максимально высокие 
значения ЦТА и ЦСА. Заключение. По результатам исследования in vitro четыре новых производных фенилпира-
золотриазина могут быть расположены по возрастанию совокупности ЦТА и ЦСА в порядке: фенилпиразолотри-
азин 3 � темозоломид � фенилпиразолотриазин 1, фенилпиразолотриазин 4 � фенилпиразолотриазин 2. Таким 
образом, 3-(3'-Фенил-4'-метоксикарбонил-изоксазолил)-7-(п-толил)пиразоло[5,1-c][1,2,4]-триазин (фенилпира-
золотриазин 2) является безусловным лидером в протестированной серии новых производных имидазотриазина 
и рекомендуется для дальнейших доклинических исследований. 
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Введение 
Среди онкологических заболеваний рак мо-

лочной железы (РМЖ) занимает отдельное место, 
доминируя как по масштабам распространённости, 
смертности, так и выделяясь комплексом не только 
медицинских, но социальных и экономических за-
дач, предъявляемых человечеству. В настоящий мо-
мент РМЖ составляет свыше 12% онкологической 
заболеваемости женщин, в мире от него ежегодно 
умирает почти 700 тыс. женщин [1–3]. Основой хи-
миотерапии РМЖ по-прежнему остаются алкили-
рующие агенты, и они становятся методом выбора 
в лечении метастатических форм заболевания.  

Среди множества мишеней воздействия ал-
килирующих агентов, к которым в клетках и меж-
клеточном веществе относятся разнообразные 
белки, нуклеиновые кислоты, липиды, радикаль-
ной для противоопухолевых препаратов стано-
вится их способность атаковать атомы кислорода 
и азота пуриновых и пиримидиновых оснований 
с последующим разрывом информационной мо-
лекулы и прекращением транскрипции. Бифунк-
циональные алкилирующие агенты за счёт обра-
зования межцепочечных перекрёстных связей 
вызывают наиболее серьёзные повреждения 
ДНК и РНК.  

Разрывы одноцепочечных молекул, образую-
щихся в период репликации ДНК и одноцепочеч-
ных молекул РНК, спонтанно или под влиянием 
эндонуклеаз, приводят к необратимой супрессии 
транскрипции и  биосинтеза белка, что в  итоге 
приводит клетки к гибели, тем более вероятной, 
чем больший пролиферативный потенциал они 
имеют. Наличие других мишеней алкилирования, 
таких как ферменты и транспортные белки мем-
бран, предопределяет неизбежное повреждение 

нормальных клеток организма и возникновение 
тяжёлых побочных эффектов [4–6]. 

Проблема химиотерапии РМЖ, как и  боль-
шинства злокачественных новообразований че-
ловека, заключается в крайне высоком генетиче-
ском и морфологическом разнообразии вариантов 
опухоли [7, 8], а также в динамичности их транс-
формации, которая в  том числе предопределяет 
формирование химиорезистентности. Это, собст-
венно, и является ведущим посылом к постоянной 
разработке новых лекарственных средств для 
борьбы с этим заболеванием [9–11]. 

В последнее время мы изучаем широкий 
спектр потенциальных противоопухолевых пре-
паратов на основе производных азолоазинов. 
Наиболее известным из них является темозоло-
мид, производное имидазотетразина  [12]. К  со-
жалению, на настоящий момент большинство 
опухолей резистентны к  этому препарату  [13]. 
Первым этапом отбора перспективных веществ 
для доклинических исследований является опре-
деление их цитотоксической (ЦТА) и цитостати-
ческой (ЦСА) активности на опухолевых и неопу-
холевых клетках эпителия молочной железы [14]. 
Следующим этапом становится отбор наиболее 
перспективных веществ, и здесь необходимо тща-
тельно подходить к выбору нескольких наиболее 
подходящих клеточных линий [15]. 

В предыдущих исследованиях мы описали 
цитотоксическую и цитостатическую активность 
пяти новых производных имидазотетразина,  — 
был выбран один лидер для дальнейшего иссле-
дования и пяти производных имидазотриазина — 
было выбрано одно производное для доклини-
ческих исследований в  качестве противоопухо-
левого средства  [16, 17]. Согласно публикациям 
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Abstract 
Background. The work presents the results of a study of new phenylpyrazolotriazine derivatives in order to establish their 
potential use as anticancer agents, including for chemotherapy of metastatic breast cancer. The relevance of the work is 
due to the widespread prevalence of oncological diseases and high breast cancer mortality, which dictate the need for the 
continuous development of new antitumor drugs. The aim of the study. Screening of the antitumor potential of four new 
phenylpyrazolotriazine derivatives by testing their cytotoxic (CTA) and cytostatic (CSA) activity on breast cancer cell cul-
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MCF-10a cells, as well as determining the CTA and CSA activity of four new phenylpyrazolotriazine derivatives at concen-
trations from 0.25 to 10.0 mM/L. Results. For the MCF-7 culture, the maximum cell viability inhibition of the comparison 
drug temozolomide was equal to 2.44 and the concentration causing 50% cell death (IC₅₀) was 6.81 mM/L; for other cul-
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в области разработки лекарственных средств, не 
все химические соединения, показавшие эффек-
тивность в доклинических исследованиях, демон-
стрируют эффективность на пациентах в клини-
ческих исследованиях в  связи с  быстрым 
развитием опухолей.  

Тем самым появляется необходимость синте-
зировать несколько групп из данного класса хи-
мических соединений, что и было осуществлено 
учёными Волгоградского государственного меди-
цинского университета совместно с НИИ онколо-
гии, НИИФиРМ им.  Е. Д. Гольдберга Томского 
НИМЦ в рамках проекта по разработке противо-
опухолевого средства, обладающего цитотоксич-
ным и цитостатичным механизмом действия, из 
класса алкилирующих агентов — представителей 
групп имидазотетразина, имидазотриазина и фе-
нилпиразолотриазина. Настоящее исследование 
посвящено тестированию производных фенил-
пиразолотриазина, поскольку, по данным на-
учной литературы, производные этой группы 
обладают более высокой токсичностью в отноше-
нии клеточных моделей по причине их нестабиль-
ности и потенциально имеют более оптимальные 
фармакокинетические характеристики, поэтому 
актуален синтез новых производных фенилпира-
золотриазина со стабильным химическим соста-
вом и  тестирование их эффективности против 
клеток РМЖ [18–20]. 

Цель исследования — оценить потенциал че-
тырёх новых производных фенилпиразолотри-
азина в качестве возможных противоопухолевых 
препаратов путём изучения их ЦТА и ЦСА актив-
ности на линиях опухолевых и неопухолевых кле-
ток эпителия молочной железы (для сведения: 
карциномы — опухоли из клеток эпителия, сар-
комы — клеток соединительной ткани). 

Материал и методы 
В работе исследовано четыре производных фенилпира-

золотриазина: диэтиловый эфир 3-(3‘-Фенил-4‘-метоксикар-
бонил-изоксазолил)-7-фенилпиразоло  [5,1-c][1,2,4] триазин 
(фенилпиразолотриазин 1); 3-(3‘-Фенил-4‘-метоксикарбонил-
изоксазолил)-7-(п-толил) пиразоло [5,1-c][1,2,4] триазин (фе-
нилпиразолотриазин 2); 3-(3‘-Фенил-4‘-метоксикарбонил-изо-
ксазолил)-7-(п-метоксифенил)-пиразоло [5,1-c]-[1,2,4] триазин 
(фенилпиразолотриазин 3); 3-(3‘-Фенил-4‘-метоксикарбонил-
изоксазолил)-7-(п-хлорфенил) пиразоло-[5,1-c][1,2,4] триазин 
(фенилпиразолотриазин 4). Синтез этих соединений был осу-
ществлён на кафедре технологии органического синтеза 
Уральского федерального университета имени первого Пре-
зидента России Б. Н. Ельцина, сотрудники которой любезно 
предоставили их для исследования [21, 22]. Темозоломид был 
использован в качестве препарата сравнения. 

Исследование проводили на трёх линиях клеток РМЖ че-
ловека [15, 23]. MCF-7 — самая популярная линия клеток РМЖ, 
клетки люминального типа содержат рецепторы эстрогена 
и прогестерона, рецепторы HER2 отсутствуют. MDA-MB-231 — 
клетки тройного негативного РМЖ базального типа, эта линия 
является идеальной моделью для изучения новых препаратов 
в химиотерапии РМЖ. Клетки BT474 являются тройной по-

ложительной моделью люминального типа РМЖ с наиболее 
неблагоприятным клиническим прогнозом. Клетки линии 
MCF-10a являются нормальными и получены из люминаль-
ного эпителия молочной железы человека. Эта линия исполь-
зована в  качестве контроля воздействия исследуемых ве-
ществ на здоровые ткани. 

После размораживания клеток их дважды отмывали 
в растворе Хенкса, после чего центрифугировали 5 мин при 
500 g и после ресуспензирования помещали во флаконы ём-
костью 10 мл по 106 клеток. Далее проводили культивирование 
в CO₂-инкубаторе на среде Eagle MEM/DMEM с добавлением 
1% глутамина, смеси антибиотиков (по 1% стрептомицина 
и пенициллина) и 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
производства ПанЭко (Россия) при температуре 37°C до полу-
чения монослоя. По завершении культивирования среду уда-
ляли, а клетки переводили в суспензию 0,25% раствором трип-
син-ЭДТА, центрифугировали 5 мин при 500 g, вновь 
ресуспензировали в питательной среде и помещали на 96-лу-
ночные планшеты из расчёта 104 клеток на лунку. 

Для определения ЦТА использовали классический ме-
тилтетразолиевый тест [24]. Исследуемые производные и пре-
парат сравнения добавляли в лунки в конечных концентрациях 
0,25; 1,0; 2,5; 5,0 и 10,0 мкмоль/л, использовали отрицательный 
контроль в виде 1% ДМСО и положительный контроль в виде 
10% ДМСО. После проведения реакции проводили фотометрию 
на планшетном фотометре MARK (BioRad, США) и рассчиты-
вали выживаемость клеток как отношение оптической плот-
ности образца и контроля и максимальное подавление выжи-
ваемости клеток (МПВ) как отношение оптической плотности 
в контроле к минимальной оптической плотности в экспери-
менте. Концентрацию вещества, вызывающего 50% гибель кле-
ток (IC₅₀, мкмоль/л) рассчитывали, используя программное 
обеспечение Origin (OriginLab Corporation, США). 

Для определения ЦСА использовали аналогичный про-
токол, но для первоначального выращивания высевали 
в 96-луночные планшеты по 5000 клеток, общее время тести-
рования составляло 72 ч. Жизнеспособность клеток опреде-
ляли как отношение оптической плотности в лунках с тести-
руемыми соединениями и в контрольных лунках. 

Статистические методы. После исключения нормаль-
ного характера распределения в тесте Шапиро–Уилка данные 
были представлены в виде медианы и квартилей (Me [Q1÷Q3]). 
Внутригрупповой сравнительный анализ проводился по кри-
терию Краскела–Уоллиса, сравнение между группами  — по 
критерию Манна–Уитни. Различия считались статистически 
значимыми при p�0,05. Для анализа использовался пакет 
программ Statistica 12.0 (Dell, США). 

Результаты и обсуждение 
Темозоломид снижал жизнеспособность кле-

ток во всех используемых культурах дозозависи-
мым образом, МПВ наблюдалось при концентра-
ции 10,0 ммоль/л и  составило 2,44 для линии 
MCF-7; 1,63 — для линии MDA-MB-231; 1,82 — для 
линии Bt-474 и 1,45 — для линии неопухолевых 
клеток MCF-10a. 

Рассчитанный IC₅₀ оказался равным 6,81 ммоль/л 
на культуре клеток MCF-7, в  других случаях он 
превышал концентрацию в  10,0 ммоль/л. Жиз-
неспособность клеток после введения препарата 
во всех опухолевых культурах варьировала в пре-
делах от 0,76–0,83 при концентрации 0,25 ммоль/л 
до 0,46–0,55 при концентрации 10,0 ммоль/л 
и оставалась на более высоком уровне в культуре 
MCF-10a. Таким образом, темозоломид продемон-
стрировал умеренную ЦТА и  ЦСА в  отношении 
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опухолевых клеток и низкую активность — в от-
ношении неопухолевых клеток (табл. 1). 

Для фенилпиразолотриазина 1 не было от-
мечено) ЦТА в культуре клеток MCF-7 до концент-
рации 5 мкмоль/л, когда регистрировали макси-
мальное подавление, равное 1,34. В максимальной 
исследуемой дозе токсический эффект досто-
верно не проявлялся. Концентрация, при которой 
была отмечена гибель половины клеток (IC₅₀) про-
гнозировалась значительно выше 10  мкмоль/л. 
Итогом этой части исследования стало заключение 
об отсутствии ЦТА производного. МПВ клеток при 
исследовании фенилпиразолотриазина 1 было до-
стигнуто при концентрации 10,0 мкмоль/л, и  это 
в 1,45 раза превышало эффект препарата сравне-
ния. Как итог, сделано заключение об умеренной 
ЦСА соединения в отношении опухолевых клеток 
линии MCF-7. 

При исследовании фенилпиразолотриазина 1 
был обнаружен достоверный эффект в отноше-
нии опухолевых клеток линии MDA-MB-231. МПВ 
составило 2,08 при концентрации, равной 
10,0  мкмоль/л. IC₅₀ составила 7,28 мкмоль/л. По 
итогам исследования фенилпиразолотриазин 1 
был отнесён к веществам с умеренной цитотоксич-
ностью в отношении клеток линии MDA-MB-231. 
Минимальная жизнеспособность клеток была до-
стигнута при концентрации 10,0 мкмоль/л на 
уровне 0,37 от контроля, эффект дозозависимости 
присутствовал, что в итоге привело к заключению 
об умеренной ЦСА фенилпиразолотриазина 1 
в отношении клеток линии MDA-MB-231. 

Соединение демонстрировало умеренную 
ЦТА в  диапазоне исследованных концентраций 

в отношении линии клеток Bt-474: МПВ составило 
2,71 при концентрациях 5,0 и 10 мкмоль/л, IC₅₀ — 
4,33 мкмоль/л. ЦСА находилась в пределах от 0,45 
до 0,25 в зависимости от концентрации исследуе-
мого соединения, что в целом расценено как вы-
сокая активность фенилпиразолотриазина 1 в от-
ношении опухолевых клеток линии Bt-474. 

ЦТА в  отношении неопухолевых клеток ли-
нии MCF 10a на всём диапазоне исследованных 
концентраций была низкой. МПВ составило 1,52 
при концентрации фенилпиразолотриазина 1, 
равной 5,0 мкмоль/л. Расчётная IC₅₀ в исследуе-
мом диапазоне концентрации не была достиг-
нута, то есть была выше 10 мкмоль/л. ЦСА веще-
ства, определённая по проценту жизнеспособных 
клеток в культуре находилась в пределах от 0,75 
до 0,57 в зависимости концентрации, что в целом 
расценено как низкий ЦСА в отношении неопу-
холевых клеток линии MCF 10a (табл. 2). 

Фенилпиразолотриазин 2 показал цитотоксич-
ность в отношении культуры клеток MCF-7. МПВ 
составило 1,35 при концентрации 10  мкмоль/л, 
а расчётная IC₅₀ — значительно выше 10 мкмоль/л. 
Как итог, было высказано заключение о  низкой 
ЦТА этого соединения. Определение жизнеспособ-
ности клеток показало, что минимальное её значе-
ние наблюдается при концентрации 10,0 мкмоль/л, 
когда она в  2,12 раза ниже величины показателя 
при тестировании препарата сравнения, присут-
ствуют признаки дозозависимости. Это расценено 
как высокая ЦСА фенилпиразолотриазина 2 в от-
ношении культуры клеток MCF-7. 

Производное продемонстрировало умерен-
ный ЦТА в отношении клеток линии MDA-MB-231 
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Таблица 1. Цитотоксическая и цитостатическая активность темозоломида  
Table 1. Cytotoxic and cytostatic activity of temozolоmide  
Показатель                                                                                                                                         Клеточная линия 
                                                                                                                        MCF-7              MDA-MB-231               Bt-474                   MCF-10a 
Минимальная выживаемость клеток                                 0,41*#                       0,61*                         0,55*                        0,69* 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,36÷0,45]            [0,55÷0,68]              [0,48÷0,61]             [0,62÷0,75] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                        (10,0)                       (10,0) 
Минимальная жизнеспособность клеток                         0,55*                       0,54*                        0,46*#                         0,69 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,48÷0,60]            [0,48÷0,60]              [0,39÷0,51]            [0,62÷0,77] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                         (10,0)                       (10,0) 
Примечание. Здесь и табл. 2–5: * — статистически значимые различия со значениями в контрольных образцах 
(принятых за единицу); # —различия между значениями в культурах опухолевых и неопухолевых клеток. 
Note. Here and in Tables 2–5: * — the sign indicates statistically significant differences with the values in the control 
samples (taken as 1); # — the sign indicates differences between the values in the cultures of tumor and non–tumor cells. 

Таблица 2. Цитотоксическая и цитостатическая активность фенилпиразолотриазина 1  
Table 2. Cytotoxic and cytostatic activity of phenylpyrazolotrazine 1 
Показатель                                                                                                                                         Клеточная линия 
                                                                                                                        MCF-7              MDA-MB-231               Bt-474                   MCF-10a 
Минимальная выживаемость клеток                                 0,75*                       0,48*#                        0,37*#                        0,66* 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,68÷0,84]            [0,43÷0,54]              [0,32÷0,41]            [0,59÷0,73] 
                                                                                                                  (5,0)                        (10,0)                        (10,0)                        (5,0) 
Минимальная жизнеспособность клеток                        0,38*#                       0,37*#                        0,35*#                        0,57* 
 (действующая концентрация, ммоль/л)                     [0,33÷0,42]            [0,33÷0,41]              [0,31÷0,40]            [0,50÷0,63] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                        (10,0)                       (10,0) 
 



на всём диапазоне исследованных концентраций 
без признаков дозозависимости. МПВ составило 
2,38 при концентрации фенилпиразолотри-
азина  2, равной 10,0 мкмоль/л. Расчётная IC₅₀ 
в  исследуемом диапазоне концентраций соста-
вила 5,10 мкмоль/л. Жизнеспособность клеток 
оказалась в 2,16 раза меньше, чем при аналогич-
ном тестировании препарата сравнения, эффект 
дозозависимости был выраженным. По итогам 
исследования сделано заключение о  высокой 
ЦСА фенилпиразолотриазина 2 в отношении кле-
ток линии MDA-MB-231. 

Фенилпиразолотриазин 2 в  дозозависимой 
манере снижал выживаемость клеток Bt-474 во 
всём диапазоне исследованных концентраций. 
МПВ составило 3,70 при концентрациях 5,0 
и 10 мкмоль/л, IC50 составила 1,66 мкмоль/л, что 
в итоге привело к заключению о высокой актив-
ности тестируемого соединения в отношении опу-
холевых клеток линии Bt-474. ЦСА вещества, 
определённая по проценту жизнеспособных кле-
ток в культуре, находилась в пределах от 0,45 до 
0,25 в  зависимости от концентрации исследуе-
мого соединения, что в целом расценено как вы-
сокая активность фенилпиразолотриазина 2 в от-
ношении опухолевых клеток линии Bt-474. 

Производное незначительно снижало жиз-
неспособность клеток линии MCF 10a с  дозоза-
висимым эффектом. МПВ составляло 1,69 при 
концентрации 10,0 мкмоль/л, концентрация по-
ловинного торможения IC₅₀ в исследуемом диа-
пазоне концентраций так и не была достигнута. 
Максимальное подавление жизнеспособности 
клеток при исследовании фенилпиразолотри-
азина 2 было достигнуто при концентрации 
10,0 мкмоль/л, когда оно в 1,35 раза превышало 
величину показателя у препарата сравнения. Как 
итог, сделано заключение о  низкой ЦТА и  уме-
ренной ЦСА соединения в  отношении неопухо-
левых клеток линии MCF 10a (табл. 3). 

При исследовании производного фенилпира-
золотриазин 3 не было обнаружено цитотоксиче-
ского эффекта в отношении линии опухолевых кле-
ток MCF-7. МПВ составило 1,12 при концентрации 
фенилпиразолотриазина 3, равной 10,0 мкмоль/л. 
Концентрация половинного торможения IC₅₀ ле-
жала за пределами исследуемого диапазона кон-
центраций. В тесте на жизнеспособность клеток 

она дозозависимо снижалась от 0,74 при концент-
рации 0,25 мкмоль/л до 0,39 при концентрации 
10,0 мкмоль/л. В итоге, фенилпиразолотриазин 3 
был отнесён к веществам с отсутствием цитоток-
сичности, и умеренной ЦСА в отношении клеток 
линии MCF-7. 

Производное 3 практически не снижало вы-
живаемости клеток линии MDA-MB-231 в иссле-
дованном диапазоне концентраций, зависимость 
от дозы отсутствовала. МПВ было достигнуто при 
концентрации 5,0 мкмоль/л и  составило всего 
1,23. Соответственно, IC₅₀ для фенилпиразоло-
триазина 3 лежала за пределами исследованного 
диапазона концентрации, то есть была ниже 
10  мкмоль/л. Производное было отнесено к  со-
единениям с  крайне низкой ЦТА в  отношении 
клеток линии MDA-MB-231. Минимальная жиз-
неспособность клеток была достигнута при кон-
центрации 10,0 мкмоль/л, когда она была 
в 1,46 раза ниже, чем при аналогичной концент-
рации препарата сравнения. Эффект дозозави-
симости присутствовал, что в итоге привело к за-
ключению об умеренной ЦСА производного 
в отношении клеток линии MDA-MB-231. 

Фенилпиразолотриазин 3 вызывал сниже-
ние выживаемости клеток Bt-474 в исследован-
ном диапазоне концентраций, с  умеренно вы-
раженным дозозависимым эффектом. МПВ 
составило 2,00 при концентрации 10,0 мкмоль/л, 
IC₅₀ — 8,67  мкмоль/л. Определение жизнеспо-
собности клеток показало, что минимальное её 
значение (0,36 от контроля) наблюдается при 
концентрации 10,0 мкмоль/л, присутствует эф-
фект дозозависимости. Общее заключение: фе-
нилпиразолотриазин 3 отнесён к  соединениям 
с  низкой ЦТА и  умеренной ЦСА в  отношении 
культуры клеток Bt-474. 

Производное 3 незначительно снижало 
жизнеспособность неопухолевых клеток линии 
MCF 10a в исследованном диапазоне концентра-
ций, не проявляя дозозависимый эффект. МПВ 
составляло 1,47 при концентрации 10,0 мкмоль/л, 
IC₅₀ достигнута не была. Максимальное подав-
ление жизнеспособности клеток для фенилпи-
разолотриазина 3 было достигнуто при концент-
рации 10,0 мкмоль/л, оно было сопоставимо 
с  эффектом препарата сравнения. В  итоге, сде-
лано заключение об умеренной ЦТА и низкой ЦСА 
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Таблица 3. Цитотоксическая и цитостатическая активность фенилпиразолотриазина 2  
Table 3. Cytotoxic and cytostatic activity of phenylpyrazolotrazine 2 
Показатель                                                                                                                                         Клеточная линия 
                                                                                                                        MCF-7              MDA-MB-231               Bt-474                   MCF-10a 
Минимальная выживаемость клеток                                  0,74*                       0,42*#                        0,27*#                        0,59* 
 (действующая концентрация, ммоль/л)                     [0,67÷0,83]            [0,36÷0,48]              [0,22÷0,30]            [0,52÷0,67] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                        (10,0)                       (10,0) 
Минимальная жизнеспособность клеток                         0,26*                        0,25*                          0,24*                        0,51* 
 (действующая концентрация, ммоль/л)                     [0,22÷0,29]            [0,22÷0,29]              [0,21÷0,27]            [0,44÷0,56] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                        (10,0)                       (10,0) 



соединения в  отношении неопухолевых клеток 
линии MCF 10a (табл. 4). 

Фенилпиразолотриазин 4, как показано 
в табл. 5, в изученном диапазоне концентраций 
снижал выживаемость опухолевых клеток линии 
MCF-7. МПВ составило 1,54 при концентрации 
2,5  мкмоль/л, а  расчётная концентрация поло-
винного торможения IC₅₀ оказалась значительно 
выше 10 мкмоль/л. Как итог, было высказано за-
ключение о  низкой ЦТА этого соединения в  от-
ношении клеток линии MCF-7. Определение жиз-
неспособности клеток показало, что минимальное 
её значение наблюдается при концентрации 
10,0 мкмоль/л, и оно при этом оказывается в 1,34 
ниже, чем при действии препарата сравнения, ак-
тивность тестируемого соединения зависит от дозы, 
что соответствует его умеренной ЦСА в отношении 
культуры опухолевых клеток MCF-7. 

Производное снижало выживаемость клеток 
линии MDA-MB-231 во всём диапазоне исследуе-
мых концентраций, дозозависимый эффект при-
сутствовал. МПВ составляло 1,66 при концентра-
ции 10,0 мкмоль/л, концентрация половинного 
торможения IC₅₀ в исследуемом диапазоне кон-
центраций так и не была достигнута. Эффект со-
единения в отношении опухолевых клеток линии 
MDA-MB-231 был низкий. Процент жизнеспособ-
ных клеток в  культуре находился в  пределах от 
0,88 до 0,40 с выраженной зависимостью от кон-
центрации фенилпиразолотриазина 4, что в це-
лом расценено как умеренный ЦСА в отношении 
клеток линии MDA-MB-231. 

Фенилпиразолотриазин 4 продемонстриро-
вал умеренную ЦТА в культуре клеток Bt-474 в до-
зозависимой манере с МПВ клеток, равным 2,70 
при концентрации тестируемого соединения 
10,0  мкмоль/л, IC₅₀ составила 4,45 мкмоль/л. 

Определение жизнеспособности клеток пока-
зало, что минимальное её значение наблюдается 
при концентрации производного 10,0 мкмоль/л 
с  ярко выраженной зависимостью «доза  — эф-
фект», это снижение по амплитуде в  1,24 раза 
больше, чем у препарата сравнения, что соответ-
ствует умеренной ЦСА соединения в отношении 
культуры клеток Bt-474. 

Производное 4 незначительно снижало вы-
живаемость неопухолевых клеток линии MCF 10a 
без признаков зависимости от концентрации. 
МПВ было достигнуто при концентрации 
10,0 мкмоль/л и составило 1,29. Расчётная IC₅₀ не 
была достигнута. Соединение отнесено к  веще-
ствам с низкой цитотоксичностью в отношении 
неопухолевых клеток линии MCF 10a. В тесте на 
ЦСА жизнеспособность клеток варьировала от 
0,90 при концентрации 0,25 мкмоль/л до 0,67 при 
концентрации 10,0 мкмоль/л, дозозависимый эф-
фект присутствовал. Общее заключение: низкая 
ЦТА и ЦСА фенилпиразолотриазина 4 в отноше-
нии неопухолевых клеток линии MCF 10a. 

Настоящее исследование показало, во-пер-
вых, что использование ароматических замести-
телей в молекуле азолотриазина не устраняет её 
цитотоксических и цитостатических свойств в от-
ношении малигнизированных клеток. Все четыре 
тестируемых соединения демонстрировали в той 
или иной степени эти эффекты, но абсолютные 
значения показателей варьировали в очень ши-
роком диапазоне. ЦТА и  ЦСА фенилпиразолот-
риазинов 1, 2 и 4 превышала аналогичные значе-
ния для препарата сравнения темозоламида, как 
полученных в данном исследовании, так и извест-
ным по данным литературы [13, 25]. 

Важно, что ЦТА и ЦСА исследуемых производ-
ных на нетрансформированные клетки линии 
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Таблица 4. Цитотоксическая и цитостатическая активность фенилпиразолотриазина 3  
Table 4. Cytotoxic and cytostatic activity of phenylpyrazolotrazine 3 
Показатель                                                                                                                                         Клеточная линия 
                                                                                                                        MCF-7              MDA-MB-231               Bt-474                   MCF-10a 
Минимальная выживаемость клеток                                  0,89#                        0,81#                         0,50*#                        0,56* 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,80÷1,00]            [0,72÷0,91]              [0,44÷0,57]            [0,49÷0,62] 
                                                                                                                 (10,0)                        (5,0)                         (10,0)                        (5,0)  
Минимальная жизнеспособность клеток                        0,39*#                       0,37*#                        0,36*#                        0,75* 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,35÷0,44]            [0,33÷0,41]              [0,33÷0,40]            [0,68÷0,84] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                        (10,0)                       (10,0) 

Таблица 5. Цитотоксическая и цитостатическая активность фенилпиразолотриазина 4  
Table 5. Cytotoxic and cytostatic activity of phenylpyrazolotrazine 4 
Показатель                                                                                                                                         Клеточная линия 
                                                                                                                        MCF-7              MDA-MB-231               Bt-474                   MCF-10a 
Минимальная выживаемость клеток                                 0,56*#                       0,60*#                        0,37*#                        0,77* 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,49÷0,62]            [0,54÷0,67]              [0,33÷0,41]            [0,68÷0,85] 
                                                                                                                  (2,5)                        (10,0)                        (10,0)                       (10,0)  
Минимальная жизнеспособность клеток                        0,41*#                       0,40*#                        0,37*#                        0,67* 
(действующая концентрация, ммоль/л)                      [0,35÷0,45]            [0,35÷0,44]              [0,34÷0,41]            [0,60÷0,75] 
                                                                                                                 (10,0)                       (10,0)                        (10,0)                       (10,0) 



MCF-10a в  большинстве случаев оказывались 
ниже, чем воздействие на культуры клеток РМЖ. 
В то же время цитотоксическое воздействие, хотя 
и  не столь выраженное, имело место, что яв-
ляется основанием для прогнозирования побоч-
ных эффектов химиотерапии в случае использо-
вания этих соединений in vivo, и  в будущем 
сделает необходимым разработку мероприятий 
по снижению этой токсичности. 

Сопоставление ЦТА тестируемых производ-
ных в отношении отдельных клеточных линий по-
казало, что минимальная активность была вы-
явлена в  отношении клеток линии MCF-7, что 
было расценено как снижение цитотоксических 
эффектов азолотриазина при использовании аро-
матических заместителей в отношении этой линии 
клеток. Максимальная ЦТА была выявлена в от-
ношении клеток линии BT474. Фенилпиразоло-
триазин 1 и фенилпиразолотриазин 4 превышали 
по этой способности темозоламид в 1,49 раза, фе-
нилпиразолотриазин 2 — в 2,04 раза, а фенилпи-
разолотриазин 3 имел сходную ЦТА с препаратом 
сравнения. Выявленный факт весьма ценен, по-
скольку именно химиотерапия тройного негатив-
ного РМЖ является наиболее проблемной для 
этой области клинической онкологии [26, 27]. 

При анализе результатов определения ЦСА 
были получены несколько иные взаимоотноше-
ния. Активность каждого тестируемого соединения 
в отношении клеток РМЖ варьировала в очень уз-
ком диапазоне и во всех случаях была выше, чем 
в отношении неопухолевых клеток линии MCF 10a, 
превышая последнюю в  1,50–2,13  раза. ЦСА фе-
нилпиразолотриазинов 1 и 3 была выше величины 
показателя для темозоломида в 1,45 раза, актив-
ность фенилпиразолотриазина 2 — в 2,12 раза, фе-
нилпиразолотриазина 4 — в 1,34 раза. 

Можно выделить как минимум три основных 
фактора, определяющих различия в химиотерапев-
тической активности гомологичных соединений: 
различия фармакокинетики и распределения в ор-
ганизме, способность проникать в клетки–мишени 
и особенности взаимодействия с таргетными моле-
кулами. Второй фактор безусловно связан с типом 
использованных клеточных линий РМЖ, тогда как 
фармакокинетические характеристики и степень 
повреждения ДНК — с остальными, в том числе с ис-
пользованием производных, образованных путём 
включения в молекулу ароматических заместителей. 
Полученные данные хорошо согласуются с резуль-
татами изучения других алкилирующих соедине-
ний [5, 28, 29] и подтверждают важную роль описан-
ных механизмов в реализации фармакологических 
эффектов этих производных азолотриазина. 

Что касается значимости полученных данных, 
необходимо повторить о том, что это не сугубо ме-
дицинская, а насущная социальная и экономиче-
ская проблема, и  её решение на национальном 

и мировом уровне отнесено к важнейшим аспек-
там охраны здоровья женщин  [30]. Выбранный 
класс соединений привлекателен в связи с доста-
точно высокой противоопухолевой активностью, 
позволяющим лидерам успешно входить до на-
стоящего времени в состав химиотерапевтических 
схем для лечения достаточно широкого спектра 
злокачественных новообразований. 

Заключение 
Исследование с использованием культур кле-

ток РМЖ MCF-7, MDA-MB231 и BT474 и культуры 
неопухолевых клеток MCF-10a показало, что все 
взятые в эксперимент производные фенилпира-
золотриазина обладают ЦТА и ЦСА и могут быть 
расположены в  следующем порядке по возрас-
танию активности: фенилпиразолотриазин 3 � 
темозоломид � фенилпиразолотриазин 1, фенил-
пиразолотриазин 4 � фенилпиразолотриазин 2. 
Таким образом, 3-(3‘-Фенил-4‘-метоксикарбонил-
изоксазолил)-7-(п-толил) пиразоло  [5,1-c][1,2,4] 
триазин (фенилпиразолотриазин 2) является без-
условным лидером в тестированной серии новых 
производных азолотриазина. Дальнейшие иссле-
дования следует вести как в  направлении рас-
ширения спектра клеточных линий для изучения 
ЦТА и ЦСА этого соединения, так в направлении 
изучения других его эффектов, таких как геноток-
сическая и метаболическая активность, а также 
на моделях трансплантации опухолевых клеток 
РМЖ человека на лабораторных животных. При 
получении убедительных доказательств его ак-
тивности в этих экспериментах целесообразно ре-
комендовать это производное азолотриазина для 
дальнейших доклинических испытаний. 
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