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Резюме. Введение. Cуществует большое количество противоопухолевых препаратов, однако их 
эффективность может снижаться из-за возникновения лекарственной резистентности и уменьше-
нии чувствительности к терапии. Поэтому остается актуальным вопрос о разработке новых пре-
паратов. Азолоаннелированные тетразины являются полиазотсодержащими аналогами пурина и 
представляют интерес как биологически активные соединения. Материалы и методы. В качестве 
модели для оценки использовались клеточные культуры двух типов: иммортализованная клеточ-
ная линия остеосаркомы (SAOS2) и первичная клеточная культура. Для всех препаратов использо-
валась концентрация 2 мкг/мл. Контрольная группа находилась в тех же условиях, без воздействия 
препарата. Окрашивание производили флуоресцентным красителем DAPI, подсчет и оценку кле-
ток производили с помощью программы Image G. Результаты и обсуждение. Цитотоксический 
эффект только на клетки первичной культуры рака молочной железы оказал препарат KAD-33, при 
этом не было отмечено уменьшения клеток. В случае с SAOS, наоборот, размер клеток значимо 
уменьшился. Препарат KAD-40 не вызвал уменьшение размера клеток, однако количество клеток 
значимо уменьшилось как в культуре рака молочной железы, так и в культуре SAOS. В нашем 
исследовании наиболее эффективным действием на клеточные модели рака молочной железы и 
остеосаркомы обладала натриевая соль 6-гидрокси-3-(4-фторфенил)[1,2,4]триазоло[4,3-b][1,2,4,5]
тетразина (КАD-28). Выводы. Полученные данные можно использовать как основу для выбора 
новых производных азолоаннелированных тетразинов для дальнейшего изучения их свойств на 
клеточных моделях и лабораторных животных как веществ с потенциальной противоопухолевой 
активностью.
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Введение
Онкологические заболевания являются одной из главных причин смерти среди населения [1]. 

Существует большое количество противоопухолевых препаратов, однако их эффективность может 
снижаться из-за возникновения лекарственной резистентности и уменьшения чувствительности к 
терапии. Поэтому остается актуальным вопрос о разработке новых препаратов [2-4]. 

Азолоаннелированные тетразины являются полиазотсодержащими аналогами пурина и пред-
ставляют интерес как биологически активные соединения. Известны примеры азолотетразинов, 
обладающих выраженной биологической активностью, например, противомикробной [5], проти-
вотуберкулезной [6-8], фунгистатической [9-11], противоопухолевой [12-14]. В данной работе ис-
следована противоопухолевая активность ряда гидроксипроизводных азолотетразинов, преимуще-
ством которых является хорошая растворимость в водных средах и, как следствие, более высокая 
биодоступность по сравнению с водонерастворимыми аналогами.

Для оценки активности были изучены натриевые соли 6-гидрокси-3-(4-фторфенил)[1,2,4]
триазоло[4,3-b][1,2,4,5]тетразина (КAD-28), 3-гидрокси-7-пиразол-1-ил)[1,2,4]триазоло[1,5-b]
[1,2,4,5]тетразина (KAD-33), а также 3-гидрокси-6-изопропилтиоимидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразин 
в форме ОН-кислоты (KAD-40). Данные соединения были получены с помощью реакций нуклео-
фильного замещения из описанных в литературе азолотетразинов 4 [13], 5 [11], 6 [10], содержащих 
в тетразиновом цикле 3,5-диметилпиразолильную группу (рисунок 1).

 

Рисунок 1. Схема получения азолоаннелированных тетразинов и структуры соединений 
Fig. 1. The pattern for the preparation of azoannelated tetrazines and structure of compounds

Материалы и методы
В качестве модели для оценки цитотоксического эффекта использовались клеточные культуры 

двух типов: иммортализованная клеточная линия остеосаркомы (SAOS2) и первичная клеточная 
культура [15]. Выбор обусловлен разной биологической природой и фенотипом данных культур. 
Первичная клеточная культура была использована как модель, наиболее приближенная к клиниче-
скому образцу [15-18]. 

Клеточные культуры культивировали в стандартных условиях (37°C, 5% CO₂ и 95% влажности). 
Для клеточной линии SAOS2 (остеосаркома костной ткани человека) использовалась ростовая сре-
да ДМЕМ:F12 (Панэко, Россия) с 10%-ной бычьей сывороткой (Панэко, Россия), 0,01% гентамици-
на сульфата, 1% глутамина. 

Первичную клеточную культуру рака молочной железы получили из хирургических образцов. 
Выделение клеток производилось по ранее описанной схеме [19]. Для поддержания клеточной 
культуры использовалась среда Mammocult™ (STEMCELL, Канада) с добавлением с 5%-ной бы-
чьей сывороткой (ПанЭко, Россия), 0,01% гентамицина сульфата, 1% 0,5% гидрокортизона, 0,01% 
гепарина. 

После получения монослоя клетки снимали с подложки. Во флаконы помещали раствор Триспи-
на 0,25% с солями Хэнкса (ПанЭко, Россия) на 10 минут в н.у. Затем смешивали вдвое большем 
объеме раствора Хэнкса с 2% бычьей сывороткой и центрифугировали 1.4 RPM 5 минут. Далее 
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осадки растворяли в питательных средах и высаживали в 24-луночные планшеты. 
Для всех препаратов использовалась концентрация 2 мкг/мл. Контрольная группа находилась в 

тех же условиях, без воздействия препарата.
Культивирование осуществлялось в течение 3х дней. За ростом культуры контроль осуществлял-

ся с помощью микроскопа Eclipse TS100 (Nikon,Япония).
Далее среду сливали, клетки фиксировали глутаровым альдегидом в течение 30 минут. После 

промывали PBS и производили проводку по спиртам возрастающей концентрации (30%, 50%, 70%, 
95%). Далее на поверхность с окрашиваемыми клетками наносили 300 мкл раствора DAPI (Thermo 
Fisher, США) в PBS на 5 мин при н.у. в отсутствии прямого света. Микроскопирование и фотогра-
фирование материала производили с помощью флуоресцентного микроскопа Axio Lab.A1 FL (Carl 
Zeiss, Германия). Подсчет количества клеток по снимкам был выполнен в каждой лунке в 5 полях 
при 100-кратном увеличении с использованием программы «ImageJ» (Wayne Rasband, NIH, США).

Статистическая обработка результатов исследований проводилась c использованием пакета 
«Statistica 6.0». Для средних значений была определена ошибка среднего, стандартное отклонение, 
доверительный интервал. Оценка значимости различия средних значений двух несвязанных вы-
борок осуществлялась с использованием критерия Стьюдента.

Результаты
Среднее количество клеток в контрольной группе первичной культуры рака молочной железы 

составило 732±88 (ДИ=545-919)). При воздействии на клетки препаратов КАD28, KAD-33, КАD40 
наблюдается значимое уменьшение количества клеток во всех случаях (tЭмп=2,4, tЭмп=2,8, 
tЭмп=3,1). Наименьшее количество клеток в культуре после воздействия КАD28 — 266±70 
(ДИ=140-223), наибольшее после воздействия KAD40 — 407±60 (ДИ=281-532). При сравнении 
среднего размера клеток значимые различия обнаружены при воздействии КАD28. Уменьшение 
среднего размера клеток произошло почти в два раза: в контрольной группе значение составило 
1145±70(ДИ=995-1296), в группе под воздействием препарата: 656±114 (ДИ=338,6±973,4; рис. 2). 
При оценке занимаемой площади значимые различия были также обнаружены при воздействии 
КАD-28 и составили 1,8±0,3% (ДИ=0,9-2,7) по сравнению с контрольной группой — 16,4±2% 
(ДИ=11,9-21,01, tЭмп=4,2). Таким образом, уменьшение количества клеток было значимым при 
воздействии всех препаратов, однако уменьшение размера клеток и процента занимаемой площади 
произошло при воздействии КАD-28.

 

Рисунок 2. Действие препаратов в первичной культуре клеток рака молочной железы, * значимые 
различия 

Figure 2. The effect of drugs in the primary culture of breast cancer cells, * significant differences

При подсчете клеток в контрольной группе клеточной культуры SAOS2 среднее количество кле-
ток составило 1278±294 (ДИ=984-1572). При воздействии на клетки препаратов наименьшее вли-
яние оказал КАD-33, нет значимых отличий (tЭмп=0,6). В двух других случаях наблюдаются зна-
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чимые отличия (tЭмп КАD-28=4.8, tЭмп КАD-40=2.6). Однако значимое уменьшение величины 
клеток по сравнению с контрольной группой было обнаружено при воздействии КАD-33 (668,2; 
tЭмп=4,3) и KAD-28 (854,5; tЭмп=3,7). Препарат KAD-40 не оказал влияния на размер клеток (рис. 
3). При оценке занимаемой площади значимые различия были обнаружены при воздействии КАD-
28 и составили 7,3% по сравнению с контрольной группой — 13,5% (tЭмп=3,9). 

  

Рисунок 3. Действие препаратов в культуре SAOS, * значимые различия 
Figure 3. The effect of drugs in the SAOS culture, * significant differences

Таким образом, на все три параметра: количество клеток, средний размер и площадь, оказал 
КАD-28 (рис. 4). 

 

Рисунок 4. Изменение размера и количества клеток в культурах под воздействием препарата. А, 
Б — первичная культура клеток рака молочной железы, контроль и после воздействия КАD-28; 
В, Г — клеточная линия остеосаркомы, контроль и после воздействия КАD-28, флуоресцентная 
микроскопия, ув.100 

Figure 1. Changes in the size and number of cells in cultures under the influence of the drug. A, B — 
primary culture of breast cancer cells, control and after exposure to CAD-28; C, D — osteosarcoma cell 
line, control and after exposure to CAD-28, fluorescence microscopy, magnification 100
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Обсуждение
За последние 10-15 лет различные изомерные формы тетразола (NH-незамещенные, 1H-1-

замещенные и 2H-2-замещенные тетразолы) успешно использовались при разработке перспектив-
ных противоопухолевых препаратов. Перспективными противоопухолевыми агентами признаны 
соединения переходных металлов, содержащие тетразолы в качестве лигандов, полусинтетиче-
ские тетразолильные производные природных соединений (биогенные кислоты, пептиды, стерои-
ды, комбретастатин и т.д.), 5-оксо- и 5-тиотетразолы и некоторые другие родственные соединения 
[20-22]. 

Цитотоксический эффект только на клетки первичной культуры рака молочной железы оказал 
KAD-33, при этом не было отмечено уменьшения клеток. В случае с SAOS, наоборот, размер кле-
ток значимо уменьшился. 

Препарат KAD-40 не вызвал уменьшение размера клеток, однако, количество клеток значимо 
уменьшилось как в культуре рака молочной железы, так и в культуре остеосаркомы. Для того, 
чтобы определить противоопухолевую активность данных препаратов, необходимо поставить экс-
перимент на других клеточных линиях, в том числе не обладающих признаками опухолевой ткани.

В нашем исследовании наиболее эффективным действием на клеточные модели рака молочной 
железы и остеосаркомы обладает натриевая соль 6-гидрокси-3-(4-фторфенил)[1,2,4]триазоло[4,3-b]
[1,2,4,5]тетразина (КАD-28). Данный препарат вызывает резкое снижение численности клеточной 
популяции и уменьшение размеров монослоя, соответственно, влияет на способность клеток к 
адгезии. Уменьшение размера клеток — один из морфологических признаков апоптоза [23]. Име-
ются данные, что производные тетразина запускают процесс индукции апоптоза, основанной на 
деполяризации митохондриальной мембраны. Для подтверждения данной гипотезы относительно 
KAD-28 необходимы дополнительные исследования. 

Выводы
Полученные данные можно использовать как основу для выбора новых производных азолоанне-

лированных тетразинов для дальнейшего изучения их свойств на клеточных моделях и лаборатор-
ных животных как веществ с потенциальной противоопухолевой активностью.
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Abstract. Introduction. There are a large number of anticancer drugs, but their effectiveness may 
decrease due to the occurrence of drug resistance and decreased sensitivity to therapy. Therefore, the issue 
of developing new drugs remains relevant. Azoloanneled tetrazines are polyazot-containing analogues of 
purine and are of interest as biologically active compounds.

Materials and methods. Two types of cell cultures were used as a model for evaluation: immortalized 
osteosacroma cell line (SAOS2) and primary cell culture. A concentration of 2 micrograms/ml was used 
for all preparations. The control group was in the same conditions, without exposure to the drug. The 
staining was performed with a fluorescent dye DAPI, the cells were counted and evaluated using the 
Image G program.

Results and discussion. The drug KAD-33 had a cytotoxic effect only on the cells of the primary breast 
cancer culture, while there was no decrease in cells. In the case of SAOS, on the contrary, the cell size has 
significantly decreased. The drug KAD-40 did not cause a decrease in cell size, however, the number of 
cells significantly decreased both in breast cancer culture and in SAOS culture. In our study, the sodium 
salt 6-hydroxy-3-(4-fluorophenyl) had the most effective effect on cellular models of breast cancer and 
osteosarcoma[1,2,4]triazolo[4,3-b][1,2,4,5]tetrazine (CAD-28).
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Conclusions. The obtained data can be used as a basis for the selection of new derivatives of azoloanneled 
tetrazines for further study of their properties in cell models and laboratory animals as substances with 
potential antitumor activity.
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