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Введение. Рак молочной железы (РМЖ) занимает ли-
дирующие позиции среди онкологических заболеваний по 
частоте заболеваемости и смертности у женщин во всем 
мире. Из-за высокой гетерогенности опухолевых клеток 
и морфофункциональных вариаций подбор эффективных 
схем лечения часто вызывает затруднения. Ключевыми 
проблемами при терапии РМЖ является развитие устой-
чивости к применяемым препаратам, что делает необходи-
мым поиск новых лекарственных средств.

Цель. Оценить потенциал двух новых производных 
метилпиразолотриазина (МПТА  1, МПТА  2) и двух про-
изводных пиразолобензотриазина (ПБТА  1, ПБТА  2) на 
предмет возможности их применения в качестве проти-
воопухолевых средств, в том числе для химиотерапии 
РМЖ. 

Материалы и методы. Основной методикой явилось 
изучение цитотоксической (ЦТА) и цитостатической актив-
ности (ЦСА) этих производных в концентрациях от 0,25 
до 10,0  мкмоль/л в культурах клеток РМЖ MCF-7, MDA-
MB-231 и BT-474, а также нетрансформированных клеток 
эпителия молочной железы человека MCF-10a. ЦТА опре-
деляли методом метилтетразолиевого теста (MTT). Для 

Introduction. Breast cancer (BC) remains a leading cause 
of cancer incidence and mortality among women worldwide. 
The high heterogeneity of tumor cells and their morphological 
and functional variability often complicate the selection of ef-
fective treatment regimens. A primary challenge in BC therapy 
is the development of drug resistance, underscoring the need 
for novel therapeutic agents.

Aim. To evaluate the potential of two new methylpyrazo-
lotriazine derivatives (MPTA 1, MPTA 2) and two new pyra-
zolobenzotriazine derivatives (PBTA 1, PBTA 2) as anticancer 
agents, including their application in BC chemotherapy.

Materials and Methods. The study assessed the cytotoxic 
(CTA) and cytostatic (CSA) activity of these derivatives at 
concentrations ranging from 0.25 to 10.0 µM. The effects were 
tested on BC cell lines MCF-7, MDA-MB-231, and BT-474, 
and on non-tumorigenic human breast epithelial cells MCF-
10A. CTA was determined using the methyl tetrazolium (MTT) 
assay, with the half-maximal cytotoxic concentration (IC50T) 
calculated. CSA was evaluated after longer cultivation time 
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оценки эффекта рассчитывали IC50T  — концентрацию, 
вызывающую 50  %-ную гибель клеток. ЦСА изучали при 
более длительной культивации (72  ч), рассчитывая IC50S 
как концентрацию, тормозящую прирост клеток на 50  %. 
Статистический анализ проводился с использованием не-
параметрических тестов (Краскела — Уоллиса и Манна — 
Уитни) при уровне значимости p  <  0,05.

Результаты. Наиболее высокая ЦТА в отношении 
клеток линии MCF-7 выявлена для производного МПТА 1 
(IC50 8,15  мкмоль/л), клеток линии MDA-MB-231  — для 
производного ПБТА 3 (IC50 3,79 мкмоль/л), клеток линии 
BT474 — для производных МПТА 1 (IC50 4,48 мкмоль/л) 
и МПТА  2 (IC50 6,15  мкмоль/л). Все тестируемые соеди-
нения проявили сходную ЦСА в отношении клеток ли-
нии MCF-7 в среднем в 1,20–1,45 раза выше активности 
препарата сравнения Темозоломида (минимальная жизне-
способность клеток — 55  %). В культурах MDA-MB-231 
и BT-474 МПТА  1 и МПТА  2 проявляли более высокую 
ЦСА по сравнению с эффектами ПБТА  1, ПБТА  2 и те-
мозоломида в 1,16–1,50 раза. Все исследованные произ-
водные метилпиразолотриазина и пиразолобензотриазина 
и препарат сравнения Темозоломид продемонстрировали 
низкую ЦСА в отношении неопухолевых эпителиальных 
клеток линии MCF-10a; их IC50S лежала за пределами 
диапазона измерения 10,0  мкмоль/л. Новые производные 
метилпиразолотриазина и пиразолобензотриазина по воз-
растанию совокупности ЦТА и ЦСА расположены в по-
рядке: МПТА  2, ПБТА  1 < темозоломид < ПБТА  2 < 
МПТА  1. 

Выводы. Таким образом, МПТА  1 (3-(3’-Фенил-4’-ме-
токсикарбонил-изоксазолил)-7-метилпиразоло[5,1-c][1,2,4]
триазин) является лидером по ЦТА и ЦСА среди проте-
стированных новых соединений и рекомендуется для даль-
нейших доклинических испытаний.

Ключевые слова: пиразолотриазины; цитотоксическая 
активность; цитостатическая активность; рак молочной же-
лезы; MCF-7; MDA-MB-231, BT-474, MCF-10a
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(72 hours), with the IC50S defined as the concentration that 
inhibited cell growth by 50  %. Statistical analysis employed 
nonparametric tests (Kruskal–Wallis and Mann–Whitney) with 
a significance level of p  <  0.05.

Results. The highest CTA against MCF-7 cells was ob-
served for derivative MPTA 1 (IC50T 8.15 µM), against MDA-
MB-231 cells for PBTA1 (IC50T 3.79 µM), and against BT-
474 cells for MPTA 1 (IC50T 4.48 µM) and MPTA 2 (IC50T 
6.15 µM). All tested compounds exhibited similar CSA against 
MCF-7 cells, averaging 1.20–1.45 times higher than the ref-
erence drug temozolomide (minimum cell viability 55  %). In 
MDA-MB-231 and BT-474 cultures, MPTA 1 and MPTA 2 
exhibited superior CSA compared to PBTA 1, PBTA 2, and te-
mozolomide, with a 1.16–1.50-fold increase. All the investigat-
ed derivatives of methylpyrazolotriazine and pyrazolobenzotri-
azine and the reference drug temozolomide showed low CSA 
against non-cancerous epithelial MCF-10A cells, with IC50S 
values exceeding the tested concentration range (>  10.0  µM). 
Ranking the new methylpyrazolotriazine and pyrazolobenzotri-
azine derivatives by the combined potency of CTA and CSA 
yields the following order: MPTA 2, PBTA 1 < temozolomide 
< PBTA 2 < MPTA 1.

Conclusion. Derivative MPTA 1 (3-(3’-Phenyl-4’-me-
thoxycarbonyl-isoxazolyl)-7-methyl-pyrazolo[5,1-c]triazine) 
demonstrated the highest CTA and CSA among the tested de-
rivatives and is recommended for further preclinical studies.

Keywords: pyrazolotriazines; cytotoxic activity; cytostatic 
activity; breast cancer; MCF-7; MDA-MB-231; BT-474; MCF-
10A
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Введение

Среди злокачественных новообразований рак 
молочной железы (РМЖ) занимает лидирующие 
позиции среди онкологических заболеваний по 
частоте заболеваемости и смертности у жен-
щин во всем мире. По данным Международного 
агентства по изучению рака, число вновь выяв-
ленных заболеваний за год в мире приближа-
ется к миллиону, а ежегодные потери женского 
населения от РМЖ составляют 0,67  млн [1, 2]. 

Именно генетическое и морфологическое 
разнообразие РМЖ часто становится препят-
ствием на пути подбора эффективных программ 
лечения [3], что вкупе с постоянно возрастаю-
щей химиорезистентностью опухолевых клеток 
диктует необходимость в разработке новых ле-
карственных средств для борьбы с заболеванием 
[4, 5].

Основой комплексной химиотерапии метаста-
тического РМЖ являются алкилирующие агенты 
[5]. Среди этих противоопухолевых препаратов 
мы изучали эффекты новых производных азоло-
азинов, которые с успехом используются в кли-
нике и наиболее известным из которых является 
темозоломид [7]. К сожалению, как и для боль-
шинства классов химиотерапевтических средств, 
к темозоломиду в настоящее время резистентны 
многие опухоли, и актуален поиск новых произ-
водных пиразолотетразина и пиразолотриазина 
[8]. Цель исследования  — проверить потенциал 
двух новых производных метилпиразолотриа-
зина (МПТА) и двух производных пиразоло-
бензотриазина (ПБТА) в качестве новых про-
тивоопухолевых препаратов путем изучения 
их цитотоксической (ЦТА) и цитостатической 
(ЦСА) активности на культурах клеток рака мо-
лочной железы.
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Материалы и методы 

В работе исследовано четыре производных 
пиразолотриазина: 3-(3’-Фенил-4’-метоксикарбо-
нил-изоксазолил)-7-метилпиразоло[5,1-c][1,2,4]
триазин (метилпиразолотриазин 1, МПТА  1); 
3-(4’-Метоксикарбонил-тиадиазолил)-7-метилпи-
разоло[5,1-c][1,2,4]триазин (метилпиразолотри-
азин 2, МПТА  2); 6,8-Диметокси-2-(п-толил)
пиразоло[5,1-c][1,2,4]бензо[е]триазин (пира-
зодобензотриазин  1, ПБТА  2); 6,8-Диметок-
си-2-(п-хлорфенил)пиразоло[5,1-c][1,2,4]бензо[е]
триазин (пиразолобензотриазин 2, ПБТА  2), 
синтезированных в Уральском федеральном 
университете имени первого Президента России 
Б.Н.  Ельцина. Как видно из структурных фор-
мул соединений, МПТА  1 и МПТА  2 в своей 
основе содержат молекулу метилпиразолотриа-
зина, а ПБТА  1 и ПБТА  2 являются произво-
дными пиразолобензотриазина (рис.  1). 

Чистота тестируемых соединений по резуль-
татам спектрального анализа, проведенного при 
их синтезе, составила от 96,2 до 98,1  %. Темо-
золомид производства АО «Исследовательский 
институт химического разнообразия» (Россия, 
серия 04630030160045, годен до 20.10.26) был 
использован в качестве препарата сравнения.

Исследование проводили на трех линиях 
клеток РМЖ человека, полученных из Банка 
клеточных линий Института цитологии РАН 
(Санкт-Петербург): MCF-7 — линия клеток 
РМЖ люминального типа, положительная по 
рецепторам эстрогена и прогестерона и отри-
цательная по рецепторам HER2; MDA-MB-231, 
представленная клетками тройного негативного 
РМЖ базального типа и общепризнанная в ка-
честве тест-системы для тестирования потенци-
альных химиотерапевтических средств; BT-474 
является клеточной моделью тройного пози-
тивного РМЖ люминального типа с наиболее 
неблагоприятным клиническим прогнозом. Для 
определения влияния исследуемых веществ на 
нетрансформированные клетки использовали 

линию MCF-10a люминального эпителия мо-
лочной железы человека. После размораживания 
клеток их дважды отмывали в растворе Хенкса, 
осаждали центрифугированием в течение 5  мин 
при 500 g. Клетки культивировали в СО2 инкуба-
торе MCO-19M производства Sanyo (Япония) во 
флаконах емкостью 10 мл в среде состава Eagle 
MEM/DMEM, дополнительно содержащей 1  % 
глутамина, смесь 1  % стрептомицина и 1  % пе-
нициллина с добавлением 10  % эмбриональной 
телячьей сыворотки (все компоненты производ-
ства ПанЭко, Россия) при температуре 37  °C в 
присутствии 5 % CO2 в газовой фазе до получе-
ния монослоя. После этого удаляли питательную 
среду, переводили клетки в суспензию с помо-
щью 0,25  % раствора трипсин-ЭДТА, осаждали 
центрифугированием в течение 5 мин при 500 g, 
ресуспензировали в питательной среде и пере-
мещали на 96-луночные планшеты из расчета 
104 клеток в 100  мкл на лунку для проведения 
тестов. 

Для определения ЦТА использовали метил-
тетразолиевый тест [9] в модификации [10], 
конкретизирующей оптимальное число высева-
емых клеток и время адаптации и инкубации 
с учетом особенностей клеток РМЖ. Конечная 
концентрации тестируемых веществ в лунках 
составила 0,25; 1,0; 2,5; 5,0 и 10,0  мкмоль/л. 
Эти концентрации были ранее подобраны эм-
пирически при тестировании других произво-
дных азолоазинов [11]. Отрицательный контроль 
содержал 1  % раствор ДМСО, положительный 
контроль  — 10  % раствор ДМСО. После раска-
пывания планшетов их инкубировали в течение 
1  ч при 37  °C, затем заменяли среду на 1  % 
раствор метилтетразолия, инкубировали еще 2 ч 
для выпадения кристаллов формазана, которые 
растворяли в 96 % растворе ДМСО. Оптическую 
плотность конечных растворов в лунках измеря-
ли на планшетном фотометре MARK (BioRad, 
США) при 530  нм, из которой сразу вычитали 
фоновую плотность при 620  нм. Рассчитывали 
процент жизнеспособных клеток как отношение 

МПТА  1                    МПТА  2                        ПБТА  1                      ПБТА  2

Рис. 1. Структурные формулы тестируемых производных метилпиразолотриазина и пиразолобензотриазина
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оптической плотности образца и отрицательного 
контроля в %%. Концентрацию вещества, вызы-
вающего 50  % гибель клеток (IC50T, мкмоль/л) 
рассчитывали, используя программное обеспече-
ние OriginLab Corporation (США). 

По современным представлениям, цитостати-
ческий механизм, заключающийся в сдержива-
нии пролиферации опухолевых клеток, является 
клинически более эффективным, так как не вы-
зывает усиления вторичного опухолевого роста 
за счет заселения освободившегося простран-
ства и расселения клеток по организму. Поэто-
му препарат должен обладать не только ЦТА, 
но и цитостатическим потенциалом [12]. Для 
определения ЦСА использовали аналогичный 
протокол, но для первоначального выращива-
ния высевали в 96-луночные планшеты по 5000 
клеток в 100  мкл питательной среды эмпириче-
ски подобранное время тестирования составило 
72  ч. ЦСА определяли как отношение оптиче-
ской плотности в лунках с тестируемыми соеди-
нениями и лунках с отрицательным контролем, 
рассчитывали концентрацию вещества, вызыва-
ющего 50  % торможение пролиферации клеток 
(IC50S, мкмоль/л). Подобный вариант использова-
ния метилтетразолиевого теста достаточно рас-
пространен при фенотипическом скрининге по-
тенциальных противоопухолевых веществ [13].

Статистический анализ. Для анализа исполь-
зовался пакет программ Statistica 12.0 (Dell, 
США). После исключения нормального рас-
пределения в тесте Шапиро —  Уилка данные 
были представлены в виде медианы и квартиль-
ного интервала (Me [Q1÷Q3]). Внутригрупповой 
сравнительный анализ проводили по критерию 
Краскела  — Уоллиса, сравнение между группа-
ми — по критерию Манна  — Уитни. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты 

Цитотоксическая активность исследуемых 
веществ. Сравнение ЦТА и ЦСА четырех новых 
производных пиразолотриазина на клеточных 

культурах трех различных молекулярно-генети-
ческих типов РМЖ показало, что, несмотря на 
сходную структуру и физико-химические свой-
ства, эти соединения проявляют неодинаковую 
активность в отношении опухолевых клеток. 

В отношении опухолевых клеток MCF-7 
МПТА 1 демонстрировал умеренный цитотокси-
ческий эффект при концентрациях 5,0 и 10,0 мк-
моль/л, сопоставимый с препаратом сравнения 
темозоломидом. МПТА  2 и ПБТА  4 обладали 
меньшей ЦТА, у ПБТА  1 она практически от-
сутствовала (табл.  1).

Для клеток линии MDA-MB-231 снижение 
процента жизнеспособных клеток при воздей-
ствии тестируемых соединений во всех случаях 
превышало эффект препарата сравнения. При 
в целом близких величинах показателя макси-
мальная ЦТА была зафиксирована для ПБТА  1 
и достигалась при концентрации соединения 
10,0  мкмоль/л.

В культуре опухолевых клеток BT-474 введе-
ние МПТА  1 и МПТА  2 сопровождалось сни-
жением процента жизнеспособных клеток в 2,5 
раза, что превышало аналогичный эффект те-
мозоломида в среднем в 1,39 раза. Соединения 
ПБТА  1 и ПБТА  2 демонстрировали меньшую 
ЦТА по сравнению с МПТА  1 и МПТА  2 и 
сопоставимую с препаратом сравнения. Все опи-
санные эффекты были достигнуты при концен-
трациях пиразолотриазинов 10,0  мкмоль/л. 

МПТА 1 в умеренной степени вызвал сниже-
ние жизнеспособности неопухолевых клеток ли-
нии MCF-10a на всем диапазоне концентраций, 
минимальный процент жизнеспособных клеток 
наблюдался при концентрациях 5,0 и 10,0  мк-
моль/л. МПТА  2, ПБТА  1, ПБТА  2 и препарат 
сравнения имели более низкую ЦТА, минималь-
ная жизнеспособность клеток линии MCF-10a 
при их введении колебалась в узком диапазоне 
от 67 до 76  %. В этом случае максимальные 
эффекты достигались при использовании кон-
центраций, равных 5,0  мкмоль/л (МПТА  2 и 
ПБТА  1) или 10,0  мкмоль/л (МПТА  1, ПБТА  2, 
темозоломид).

Таблица 1. Процент жизнеспособных клеток (Me [Q1÷Q3] после введения в культуральную 
среду максимально токсической дозы тестируемых соединений (10,0  мкмоль/л)

Соединение
Клеточная линия

MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 MCF-10a

Метилпиразолотриазин 1 47 [42 ÷ 53] # 52 [45 ÷ 57]$ 39 [35 ÷ 42] *# 59 [52 ÷ 65] 

Метилпиразолотриазин 2 61 [55 ÷ 67] * 44 [39 ÷ 48] *# 40 [35 ÷ 44] *# 67 [60 ÷ 75] 

Пиразолобензотриазин 1 88 [79 ÷ 97] *$ 40 [35 ÷ 42] *# 56 [50 ÷ 63] #$ 76 [70 ÷ 85]$ 

Пиразолобензотриазин 2 70 [63 ÷ 79] *$ 45 [40 ÷ 51] *# 50 [43 ÷ 56] #$ 72 [65 ÷ 80] 

Темозоломид 41 [36 ÷ 45] # 61 [55 ÷ 68] 55 [48 ÷ 61] # 69 [62 ÷ 75]

В этой и следующей таблице: *  — статистически значимые различия со значениями при воздействии темозоломида, #  — различия между значениями в культурах опухо-
левых и неопухолевых клеток, $  — различия между максимально активной и остальными производными в одной культуре.
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Расчет концентрации вещества, вызывающей 
50  % гибель клеток (IC50T) для линии MCF-7, 
показал, что только для МПТА 1 и темозоломи-
да она менее 10 мкмоль/л. В остальных случаях 
расчетная IC50T не была достигнута, поскольку 
превышала максимальную концентрацию тести-
руемых соединений, что свидетельствует в этих 
случаях о меньшей ЦТА (рис.  2).

В отношении опухолевых клеток линии 
MDA-MB-231 по результатам расчета IC50T мак-
симальным эффектом обладал ПБТА 1, несколь-
ко меньшим эффектом  — МПТА  2 и ПБТА  2, 
минимальным — МПТА 1 и препарат сравнения 
Темозоломид. 

Для клеток тройного негативного РМЖ 
BT-474 самая низкая IC50T была показана для 
МПТА  1, несколько меньшей активностью об-
ладал МПТА 2; остальные соединения, включая 

темозоломид, продемонстрировали величины 
показателя выше 10,0  мкмоль/л, что свидетель-
ствовало о сравнительно меньшей ЦТА в отно-
шении клеток данной линии.

В отношении неопухолевых эпителиальных 
клеток линии MCF 10a все исследованные со-
единения показали меньшую цитотоксичность, 
их IC50T лежала за пределами диапазона изме-
рения 10,0  мкмоль/л.

Цитостатическая активность исследуемых 
веществ. Процент жизнеспособных клеток по-
сле введения темозоломида в опухолевых куль-
турах варьировал в пределах от 46 до 55 % при 
концентрации 10,0 мкмоль/л и был несколько 
выше в культуре MCF-10a (табл.  2).

В культуре клеток MCF-7 минимальная жиз-
неспособность при добавлении тестируемых 
соединений препаратов достигалась при кон-
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Рис. 2. Концентрация, вызывающая 50  %-ную гибель клеток (IC50T, мкмоль/л) после введения в культуральную среду тестируемых 
соединений

Таблица 2. Жизнеспособность клеток (Me [Q1÷Q3], %, по отношению к отрицательному контролю) 
после введения в культуральную среду максимально токсической дозы тестируемых соединений 

(10,0 мкмоль/л)

Показатель
Клеточная линия

MCF-7 MDA-MB-231 BT-474 MCF-10a

Метилпиразолотриазин 1 43 [38 ÷ 47] *# 42 [37 ÷ 48] *# 40 [34 ÷ 45] *# 71 [63 ÷ 78] 

Метилпиразолотриазин 2 38 [34 ÷ 43] *# 36 [33 ÷ 41] *# 35 [33 ÷ 39] *# 67 [60 ÷ 75] 

Пиразолобензотриазин 1 42 [38 ÷ 47] *# 55 [49 ÷ 62] *#$ 46 [41 ÷ 52] *# 75 [67 ÷ 84] 

Пиразолобензотриазин 2 46 [41 ÷ 52] *# 44 [40 ÷ 49] *# 41 [35 ÷ 47] *# 69 [61 ÷ 77] 

Темозоломид 55 [48 ÷ 60] # 54 [48 ÷ 60] * 46 [39 ÷ 51] *# 69 [62 ÷ 77]

Рис. 3. Концентрация вещества, вызывающего 50  %-ное торможение роста клеток (IC50S, мкмоль/л) 
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центрации 10  мкмоль/л и оказывалась ниже, 
чем при использовании препарата сравнения, 
в 1,20–1,45 раза, различия ЦСА между иссле-
дованными азолотриазинами практически от-
сутствовали.

В отношении клеток линии MDA-MB-231 
препараты проявили сходную ЦСА, максималь-
ная величина которой достигалась при концен-
трации соединений 10 мкмоль/л. При введении 
МПТА  1, МПТА  2 и ПБТА  2 цитостатический 
эффект превышал аналогичный у препарата 
сравнения в 1,23–1,50 раза, для ПБТА  1 его 
величина была сходной с таковой у темозоло-
мида. 

Клетки линии BT-474 продемонстрировали 
примерно ту же чувствительность к тестируе-
мым производным метилпиразолотриазина и пи-
разолобензотриазина. ЦСА после добавления в 
среду МПТА 1, МПТА 2 и ПБТА 2 оказывалась 
в 1,12–1,31 раза выше, чем у препарата сравне-
ния, после добавления ПБТА 1 — сопоставимой 
с его эффектом. 

При добавлении тестируемых соединений к 
культуре неопухолевых клеток MCF 10a ЦСА 
регистрировалась как близкая (МПТА  2 и 
ПБТА  2) или несколько ниже, чем у темозоло-
мида (МПТА  1 и ПБТА  1).

Концентрация, вызывающая 50 %-ное тормо-
жение роста клеток (IC50S) при использовании 
препарата сравнения, оказалась меньше 10,0 мк-
моль только в культуре линии BT-474, в осталь-
ных случаях она была равна этой величине или 
превышала ее (рис.  3). 

Расчет IC50S тестируемых соединений в куль-
турах линии MCF-7 показал, что у МПТА  1, 
МПТА  2 и ПБТА  1 она варьирует в пределах 
от 4,05 до 5,45  мкмоль/л, несколько ниже  — у 
ПБТА  2, хотя и в этом случае ниже, чем у те-
мозоломида. 

В отношении опухолевых клеток линии 
MDA-MB-231 только МПТА  1 и МПТА  2 про-
являли достаточно высокую ЦСА. Для ПБТА  2 
она была ниже, а в двух остальных случаях 
расчетная IC50S не была достигнута, поскольку 
превышала максимальную концентрацию тести-
руемых соединений. 

Для клеток BT-474 самая низкая IC50S была 
показана для МПТА  2, несколько большие ве-
личины показаны для МПТА  1 и ПБТА  1, 
остальные соединения, включая темозоломид, 
продемонстрировали величины показателя выше 
6  мкмоль/л, что соответствует еще меньшей 
ЦСА.

Все исследованные производные метилпи-
разолотриазина и пиразолобензотриазина про-
демонстрировали относительно низкую ЦСА в 
отношении неопухолевых эпителиальных кле-
ток линии MCF-10a, их IC50S лежала за пре-

делами диапазона измерения 10,0 мкмоль/л. 
Выявленные эффекты производных метилпира-
золотриазина и пиразолобензотриазина в отно-
шении нетрансформированных эпителиальных 
клеток молочной железы человека являются 
для нас важными, так как позволяют предпо-
лагать невысокую интенсивность воздействия 
соединений на эпителий окружающих опухоль 
тканей и относительно низкий уровень побоч-
ных реакций.

Как видно из представленных результатов, в 
отношении клеток линии MCF-7 все тестируе-
мые соединения проявили ЦСА, превышающую 
таковую у темозоломида, но в культурах MDA-
MB-231 и BT-474 подобной активностью обла-
дали только МПТА  1 и МПТА  2.

Обсуждение

Важно, что для одного и того же сочетания 
«клеточная линия  — тестируемый пиразолотри-
азин» значения ЦСА практически во всех слу-
чаях были выше значений ЦТА. Эти данные 
сопоставимы с аналогичными различиями, по-
казанными для изученных нами ранее новых 
производных имидазотетразина [11], а также 
экспериментальными значениями, полученными 
in vitro при изучении других алкилирующих со-
единений [14, 15] и подтверждают важную роль 
цитостатического механизма в реализации фар-
макологических эффектов этих соединений. Тот 
факт, что значения ЦСА для ряда производных 
были значительно выше, чем для темозоломида, 
является лишним подтверждением необходимо-
сти замены его на новые, более эффективные 
пиразолотриазины.

Соотношение ЦТА и ЦСА является крайне 
важным для итоговой эффективности противо-
опухолевого опухолевого препарата. Цитотокси-
ческий механизм позволяет ликвидировать опу-
холевые клетки и уменьшить объем первичной 
опухоли, метастатических очагов и свести к 
минимуму количество циркулирующих опухо-
левых клеток. Но освободившееся пространство 
занимают клетки, резистентные к данному меха-
низму и наблюдается рецидив опухоли. Поли-
химиотерапия, а желательно  — один препарат, 
должен сочетать в себе два механизма противо-
опухолевого действия: сильное цитотоксическое 
и не меньшее по выраженности цитостатическое 
воздействие на клетки [16, 17]. Именно это мы 
наблюдали при тестировании новых произво-
дных метилпиразолотриазина и пиразолобен-
зотриазина.

Известными причинами, вызывающими раз-
личия в противоопухолевых эффектах гомологич-
ных молекул, являются, во-первых, особенности 
их распределения в организме и в клетки-мише-
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ни, во-вторых, способность проникать в них и 
проявлять основной фармакологический эффект 
[18]. Последний механизм и может быть проте-
стирован в экспериментах in vitro.

В исследованных соединениях МПТА  1 и 
МПТА  2 различались наличием у первого про-
изводного фенильной группы и изоксалильного 
кольца в составе основного заместителя, тогда 
как у МПТА  2 имелось кольцо тиадиазолила, 
а фенильная группа отсутствовала. ПБТА  1 и 
ПБТА  2 имели в своей основе 6,8-Диметок-
си-[5,1-c][1,2,4]бензо[е]триазин и различались 
наличием метилбензола и хлорбензола в каче-
стве заместителей (рис.  1).

По-видимому, различия в структуре основ-
ного пиразолотриазина и явились причиной бо-
лее высокой активности МПТА  1 и МПТА  2 
по сравнению с ПБТА  1 и ПБТА  2, а более 
высокая их активность в отношении разных 
клеточных линий (MCF-7 и MDA-MB-231 для 
ПТА 1 и BT-474  — для ПТА 2) может объ-
ясняться различиями в структуре заместителя. 
Часть различий в чувствительности исследован-
ных клеточных линий к производным пиразо-
лотриазина, по-видимому, связана с различной 
экспрессией на их мембранах трех ключевых 
маркеров: рецепторов эстрогена, прогестерона 
и HER2. Выяснение конкретных механизмов 
этих эффектов, безусловно, требует отдельного 
дальнейшего исследования на молекулярно-ге-
нетическом уровне.

Перспективы дальнейших исследований ви-
дятся, во-первых, в дальнейшем доклиническом 
исследовании соединения-лидера, а также в рас-
ширении исследований клеточных линий друго-
го гистогенеза и локализации. 

По результатам тестирования цитотоксично-
сти и цитостатических свойств in vitro на трех 
культурах клеток РМЖ человека и культуре 
неопухолевых клеток MCF-10a четырех новых 
производных бензолоазолотриазина против пре-
парата сравнения Темозоломида показано, что 
все вещества обладают ЦТА и ЦСА и могут 
быть расположены в следующем порядке по воз-
растанию активности: метилпиразолотриазин 2, 
пиразолобензотриазин 1 < темозоломид < пира-
золобензотриазин 2 < метилпиразолотриазин 1. 
Последнее производное, (3-(3’-Фенил-4’-меток-
сикарбонил-изоксазолил)-7-метилпиразоло[5,1-c]
[1,2,4]триазин), таким образом, является лиде-
ром среди протестированных новых соединений 
и рекомендуется для дальнейших доклинических 
испытаний. В качестве отдельного момента не-
обходимо отметить высокую чувствительность 
клеток линии тройного негативного РМЖ Bt-
474 к метилпиразолотриазину 2 (3-(4’-Метокси-
карбонил-тиадиазолил)-7-метилпиразоло[5,1-c]
[1,2,4]триазину). 

Заключение

1.	 Соединение МПТА  1 проявило цито-
токсическое действие в отношении клеток ли-
нии MCF-7 (IC50 8,15  мкмоль/л), соединение 
ПБТА  1  — в отношении линии MDA-MB-231 
(IC50T 3,79  мкмоль/л), соединения МПТА  1 и 
МПТА  2  — в отношении BT474 (IC50T 4,48 и 
6,15 мкмоль/л соответственно). 

2.	 Соединения МПТА 1, МПТА 2 и ПБТА3 
демонстрируют цитостатическое действие в от-
ношении клеток линии MCF-7 (IC50S 4,12–5,45 
мкмоль/л), соединения МПТА 1 и МПТА 2 — в 
отношении линии культуры клеток MDA-MB-231 
(IC50S 3,85 и 5,11  мкмоль/л), все исследованные 
производные метилпиразолотриазина и пиразо-
лобензотриазина  — в отношении клеток BT474 
(IC50S 3,45–6,20  мкмоль/л).

3.	 По совокупности ЦТА и ЦСА наиболее 
перспективным для дальнейшего изучения явля-
ется соединение МПТА  1  — 3-(3’-Фенил-4’-ме-
токсикарбонил-изоксазолил)-7-метилпиразо-
ло[5,1-c][1,2,4]триазин.
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