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Синтезированы новые пирано[3,2-с]пиридоны III 5, 10, 15, 18 трехкомпонентной ре-
акцией пиридонотриптаминов I, ароматических альдегидов II и нитрила малоновой кисло-
ты. Пиридонотриптамины I получены взаимодействием триптаминов, синтезированных 
по реакции Грандберга из арилгидразинов и γ-галогенкарбонильных соединений, с 4-гидрокси-6-
метил-2Н-пиран-2-оном. Ароматические альдегиды II 1, 5, 6, 9 являются коммерческими со-
единениями. Кипячение смеси указанных компонентов I и II с нитрилом малоновой кислоты 
в мольном соотношении 1:1,1:1,1 в присутствии триэтиламина в этиловом спирте приводит 
к целевым соединениям III 5, 10, 15, 18 с выходом 44–75%. Структура пирано[3,2-с]пиридонов 
III 5, 10, 15, 18 доказана методом ЯМР 1Н и подтверждена данными элементного анализа. 
Соединения III 1–4, 6–9, 11–14, 16 и 17 синтезированы ранее по аналогичной методике.

Цитотоксичность синтезированных соединений III 1–18 in vitro была определена 
по МТТ-тесту на культуре клеток человека А549 (карцинома легкого) и НСТ116 (карцинома ки-
шечника). В качестве препаратов сравнения использовали камптотецин и даунорубицин. Зна-
чение концентрации, вызывающее 50%-ное ингибирование роста популяции клеток (IC50), было 
определено на основе дозозависимых кривых с помощью программного обеспечения GraphPad 
Prism 9. Лучшие результаты по отношению к культурам А549 и НСТ116 показали соедине-
ния III 3 (R1=R2=Br, Ar=2,5-ди-OMe-С6Н3), III 4 (R1=R2=Br, Ar=4-F-С6Н4), III 6 (R1=Ме, R2= Br, 
Ar=2,4,5-три-OMe-С6Н2), III 13 (R1=R2=Br, Ar=Ph), III 14 (R1=R2=Br, Ar=2,3-ди-OMe-С6Н3) 
и III 16 (R1=R2=Br, Ar=Py). Влияние наиболее активных соединений III 3 и III 4 на клеточ-
ный цикл и апоптоз было исследовано на культуре клеток Jurkat (Т-лимфобластный лейкоз 
человека). Соединения III 3 и III 4 по отношению к линии Jurkat в ресазурин-тесте проявили 
заметную цитотоксичность: 1,47±0,06 и 4,56±0,19 мкМ соответственно, сравнимую с цито-
токсичностью препарата сравнения камптотецина 1,24±0,05 мкМ. На основании полученных 
методом проточной цитометрии результатов предполагается, что эффект проявляется 
в некотором (возможно, обратимом) аресте клеточного цикла в пресинтетическую фазу.

Ключевые слова: ароматические альдегиды, индолы, пиранопиридоны, пиридоны, пи-
ридонотриптамины, триптамины, цитотоксичность, МТТ-тест, апоптоз, клеточный цикл.

Введение

В течение ряда лет проводятся исследования, посвященные синтезу и изуче-
нию биологической активности производных индола, содержащих в молекуле фар-
макофорные триптаминовый и пиранопиридоновый фрагменты [6–9]. Известно, 
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что система пирано[3,2-с]пиридонов присутствует во многих природных веществах 
с широким спектром биологической активности [19, 20]. Также хорошо известна раз-
нообразная биологическая активность многочисленных производных триптамина, 
имеющих скелет индола [2, 12, 13, 15, 16, 18, 21, 23, 28–31].

В последние годы исследователи обнаружили, что галлюциноген псилоцибин 
можно использовать для лечения депрессии [30]. Мелатонин ингибирует развитие 
рака легких [16], мелатонин и другие производные индола проявляют антивирусную 
активность против свиного короновируса [31], являются ингибиторами вируса гепа-
тита В [28]. Метаболиты триптофана оказывают влияние на регуляцию роста клеток 
рака простаты [23], производные триптамина являются противоопухолевыми аген-
тами [29], обнаруживают токсичность в концентрациях, содержащихся в пищевых 
продуктах [18]. Аналоги изокриптолепина являются потенциальными противорако-
выми веществами [12], производные пауллона обладают наномолярной активностью 
к ряду злокачественных опухолей [13].

В работах [5, 6] описано более 50 синтезированных соединений III, с помо-
щью программы PASS [26] получены результаты, предсказывающие их разнообраз-
ную биологическую активность. Оказалось, что эти соединения могут проявлять 
более 100 видов биоактивности с вероятностью Pa от 0.039 до 0.712. С наибольшей 
вероятностью (Pa ≥0.30) для пирано[3,2-с]пиридонов с триптаминовым фрагментом 
III возможно проявление цитотоксической активности. Наивысшая активность пред-
сказана для соединений III 1, 2, 7, содержащих атомы брома в индольном кольце 
и в пиранопиридоновой части молекулы [9]. Предварительные результаты испыта-
ний ряда соединений III на цитотоксическую активность опубликованы в сборнике 
тезисов [5].

Результаты и их обсуждение

Результаты химических исследований. Развивая эти исследования, мы синтези-
ровали новые пиранопиридонотриптамины III 5, 10, 15 и 18, содержащие атом хлора 
в арильном кольце пиранового фрагмента и метоксигруппу в индольном ядре (III 5), 
триметиленовую цепочку в структуре индола (III 10), 2 атома брома и тиометильную 
группу в индольном ядре и пирановом цикле, соответственно (III 15), и триметокси-
замещенный арильный цикл в положении 4′- молекулы (III 18). Выбор соединений 
III 5 и III 18 обусловлен предсказываемой высокой цитотоксической активностью 
веществ с атомами галогена, молекула III 10 представляет интерес геометрией, от-
личающей ее от других структур III, пиранопиридонотриптамин III 18 имеет триме-
токсиарильный радикал, аналогичный содержащемуся в известном противораковом 
препарате подофиллотоксине.

Пиридонотриптамины I 1, 3, 5, 7 получали из триптаминов, синтезированных 
по реакции Грандберга [3], и 4-гидрокси-6-метил-2Н-пиран-2-она [4].

Трехкомпонентную реакцию (схема) проводили при нагревании смеси пи-
ридонотриптаминов I, ароматических альдегидов II и малононитрила в мольном 
соотношении 1:1,1:1,1 в этиловом спирте в присутствии триэтиламина. Продукты 
III 5, 10, 15, 18 образуются в кристаллическом виде. Выход соединений III 5, 10, 15, 
18 составляет 44, 55, 75 и 57% соответственно. Структура пиранопиридонотрипта-
минов III 5, 10, 15, 18 доказана методом 1Н ЯМР и подтверждена данными элемент-
ного анализа (см. экспериментальную часть). Спектры ЯМР 1Н соединений III 5, 10, 
15, 18 (нумерация атомов соединений III 5, 15, 18 приведена на схеме, соединения 
III 10 – на рисунке 1, названия веществ см. в экспериментальной части) характеризу-
ются наличием сигналов протонов индольного ядра и арильного ядра, находящегося 
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в положении 4′ пиранопиридонового фрагмента. Особенностью спектров веществ 
III 5, 10, 15, 18 является неэквивалентность протонов групп СН2, что обусловлено 
присутствием в молекулах хирального центра С*-4′ [9]. В экспериментальной части 
дан детальный анализ спектров ЯМР 1Н веществ III 5, 10, 15, 18.

На схеме приведены также структуры соединений III 1–4, 6–9, 11–18, синте-
зированных ранее и использованных в данной работе в качестве объектов биоиспы-
таний. Названия этих веществ и ссылки на методики получения даны в эксперимен-
тальной части.

Схема. Трехкомпонентный синтез пиранопиридонотриптаминов III
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 5 R1=ОМе, R2=H; 6 R1=Ме, R2=Br; 7 (рис. 1).
II: (Ar): 1 C6H5; 2 2-фурил; 3 2,5-ди-OMe-C6H3; 4 4-F-C6H4; 5 2-Cl-C6H4;
 6 2,4,5-три-OMe-C6H2; 7 4-Br-C6H4; 8 2-(5-метилфурил); 9 4-SМе-C6H4;
 10 2,3-ди-Cl-C6H3; 11 2,3-ди-OMe-C6H3; 12 4-пиридил; 13 4-OMe-C6H4.
III: (R1, R2, Ar): 1 Br, H, C6H5; 2 Br, H, 2-фурил; 3 Br, Br, 2,5-ди-OMe-C6H3;
  4 Br, Br, 4-F-C6H4; 5 ОМе, Н, 2-Cl-C6H4; 6 Ме, Br, 2, 4, 5-три-OMe-C6H2;
  7 Н, Н, 4-Br-C6H4; 8 Н, Н, C6H5; 9 Н, Br, 2-(5-метилфурил); 10 (рис. 1);
  11 Н, Н, 4-SМе-C6H4; 12 Ме, Br, 2,3-ди-Cl-C6H3; 13 Br, Br, C6H5;
  14 Br, Br, 2,3-ди-OMe-C6H3; 15 Br, Br, 4-SМе-C6H4; 16 Br, Br, 4-пиридил;
  17 Br, Br, 4-OMe-C6H4; 18 Н, Н, 2,4,5-три-OMe-C6H2.

Важным аргументом при выборе пиранопиридонов III 1–18 для испытаний 
на цитотоксическую активность явилось их структурное сходство с известными 
противораковыми препаратами камптотецином и подофиллотоксином (рис. 1). На-
бор заместителей в пиридонотриптаминах I 1–7 и ароматических альдегидах II 1–13 
объясняется стремлением получить соединения III, содержащие в молекуле атомы 
и группировки, которые входят в биологически активные природные и синтетиче-
ские вещества [8].

Экспериментальная химическая часть. Спектры ЯМР 1Н записаны на приборе 
Bruker-AV-300 (300 MГц) в ДМСО-d6, внутренний стандарт ТМС. Элементный ана-
лиз выполнен на CHN-анализаторе Carlo Erba 1106. Температура плавления опреде-
лена в незапаянных капиллярах в электронагреваемом блоке.

Контроль за ходом реакций и чистотой соединений осуществляли методом 
ТСХ на пластинах Silufol-254: элюент бутанол – уксусная кислота – вода, 7:1:1, про-
явление – парами иода или УФ-светом.
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Рис. 1. Камптотецин, подофиллотоксин и соединения I 7, III 5 и III 10

Пиридонотриптамины I 1, 3, 5, 7 синтезированы по методике [4].
Ароматические альдегиды II 1, 5, 6, 9 являются коммерческими реагента-

ми («Aldrich»).
Соединения III 1–4, 6–9, 11–14, 16, 17, синтезированы ранее (ссылка на ста-

тью – после названия) и протестированы на цитотоксическую активность в данной ра-
боте. Соединения III 5, 10, 15, 18 синтезированы и протестированы в данной работе.

2′-Амино-6′-[2-(5-бром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-5′-оксо-4′-
фенил-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 1) [6].

2′-Амино-6′-[2-(5-бром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-5′-оксо-4′-(2-
фурил)-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 2) [6].



9

2′-Амино-6′- [2-(5 ,7-дибром-2-метил-1H -индол-3-ил)этил]-4′ - (
2,5-диметоксифенил)-7′-метил-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]
пиридин-3′-карбонитрил (III 3) [6].

2′ -Амино-6 ′ - [2- (5 ,7 -дибром-2-метил-1H -индол-3-ил)этил]-7 ′ -
метил-5 ′ -оксо -4 ′ - (4 -фторфенил) -5 ′ , 6 ′ -дигидро-4 ′Н -пирано[3 ,2 -c ]
пиридин-3′-карбонитрил (III 4) [6].

2′ -Амино-7 ′ -метил-6 ′ - [2 - (2 -метил-5-метокси-1H -индол-3-ил)
э т и л ] - 5 ′ - о кс о - 4 ′ - ( 2 - х л о р ф е н и л ) - 5 ′ , 6 ′ - д и г и д р о - 4 ′Н - п и р а н о [ 3 , 2 - c ]
пиридин-3′-карбонитрил (III 5).

В колбу на 10 мл помещали 0.16 г (0.5 ммоль) пиридинона I 5, 0.08 г (0.55 ммоль) 
альдегида II 5, 0.036 г (0.55 ммоль) малононитрила, 0.2 мл триэтиламина, 4 мл 
EtOH, и реакционную смесь кипятили с обратным холодильником в течение 2 ч. 
Через 15–20 мин первоначально нерастворимые компоненты переходили в раствор, 
и к концу первого часа начинал выпадать осадок (продукт III 5). Смесь охлажда-
ли, разбавляли равным объемом Et2O и оставляли для полной кристаллизации 
на 12 ч. Осадок отфильтровывали, промывали на фильтре Et2O и перекристаллизо-
вывали из EtOH. Получали 0.11 г (44%) соединения III 5, т. пл. 271–273 0С. Спектр 
ЯМР 1Н (293 К, δ, м.д., J/Гц): 1.95, 2.01 (оба с, по 3 Н, 7′-Ме, 2-Ме); 2.74–2.83 (м, 
2 Н, СН2СН2N); 3.68 (с, 3 Н, 5-ОМе); 3.79–3.89, 3.89–3.99 (оба м, по 1 Н, CH2CH2N); 
4.90 (c, 1 H, 4′-H); 5.90 (c, 1 H, 8′-H); 6.57 (дд, 1 Н, 6-Н, Jорто=8.7, Jмета=2.3); 
6.90 (д, 1 Н, 4-Н, Jмета = 2.3); 7.00 (уш. с, 2 Н, 2′-NH2); 7.05 (д, 1 Н, 7-Н, Jорто=8.7); 
7.08 [дд, 1 Н, 4′-(2-ClC6H4), Jорто=7.7, Jмета=1.4]; 7.15–7.24 [м, 2 Н, 4′-(2-ClC6H4)]; 
7.35 [дд, 1 Н, 4′-(2-ClC6H4), Jорто=7.4, Jмета=1.4]; 10.51 (уш. с, 1 Н, 1-Н). Найде-
но, %: С, 67.45; Н, 5.28; N, 11.31. C28H25ClN4O3. Вычислено, %: С, 67.13; Н, 5.03; 
N, 11.18.

2′-Амино-6′-[2-(5,7-дибром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-ме
тил-5′-оксо-4′-(2,4,5-триметоксифенил)-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]
пиридин-3′-карбонитрил (III 6) [6].

2′-Амино-4′-(4-бромфенил)-7′-метил-6′-[2-(2-метил-1H-индол-3-ил)эт
ил]-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 7) [6].

2′-Амино-7′-метил-6′-[2-(2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-5′-оксо-4′-фенил-5′
,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 8) [8].

2′-Амино-6′-[2-(7-бром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-4′-[2-(5-метил
фурил)]-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 9) [6].

2′-Амино-7′-метил-6′-[2-(2-метил-5,6-дигидро-4Н-пирроло[3,2,1-ij]
хинолин-1-ил)-этил]-5′-оксо-4′-фенил-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]
пиридин-3′-карбонитрил (III 10).

В результате реакции, аналогичной синтезу III 5, из 0.16 г (0.5 ммоль) пири-
динона I 7, 0.036 г (0.55 ммоль) малононитрила и 0.06 г (0.55 ммоль) бензальдеги-
да получили 0.14 г (55%) соединения III 10, т. пл. 260–262 0С. Спектр ЯМР 1Н (293 
К, δ, м.д., J/Гц): 1.99–2.30 (м, 2 Н, 5-CH2); 2.14, 2.17 (оба с, по 3 Н, 7′-Ме, 2-Ме); 
2.75–3.03 (м, 4 Н, СН2СН2N и 6-CH2); 3.80–4.10 (м, 4 Н, CH2CH2N и 4-CH2); 4.44 (с, 1 
Н, 4′-H); 5.98 (c, 1 H, 8′-H); 6.75 (д, 1 Н, 7-Н, J=7.7); 6.87 (т, 1 Н, 8-Н, J=7.7); 7.01 (уш. 
с, 2 Н, 2′-NH2); 7.10–7.26 (м, 5 Н 4′-Ph); 7.31(д, 1 Н, 9-Н, J=7.7). Найдено, %: С, 75.14; 
Н, 5.88; N, 11.51. C30H28N4O2. Вычислено, %: С, 75.42; Н, 5.92; N, 11.76.

2′-Амино-7′-метил-6′-[2-(2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-4′-(4-метилтиофен
ил)-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 11) [8].

2′-Амино-6′-[2-(7-бром-2,5-диметил-1H-индол-3-ил)этил]- 4′-(2,3-дихлорфе
нил)-7′-метил-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонит -
рил (III 12) [6].
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2′-Амино-6′-[2-(5,7-дибром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-5′-о
ксо-4′-фенил-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонитрил (III 13) [6].

2′-Амино-6′- [2-(5 ,7-дибром-2-метил-1H -индол-3-ил)этил]-4′ - (
2,3-диметоксифенил)-7′-метил-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]
пиридин-3′-карбонитрил (III 14) [6].

2′-Амино-6′-[2-(5,7-дибром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-4′-(4-
метилтиофенил)-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонит -
рил (III 15).

В результате реакции, аналогичной синтезу III 5, из 0.23 г (0.5 ммоль) пириди-
нона I 3, 0.036 г (0.55 ммоль) малононитрила и 0.08 г (0.055 ммоль) альдегида II 9 по-
лучили 0.24 г (75%) соединения III 15, т. пл. 270–272 0С. Спектр ЯМР 1Н (323 К, δ, м.д., 
J/Гц): 2.01, 2.15, 2.44 (все с, по 3 Н, 7′-Ме, 2-Ме, МеS); 2.79–2.95 (м, 2 Н, СН2СН2N); 
3.82–4.08 (м, 2 Н, CH2CH2N); 4.40 (c, 1 H, 4′-H); 5.91 (c, 1 H, 8′-H); 6.90 (уш. с, 2 Н, 
2′-NH2); 7.16, 7.20 (оба д, по 2 Н, 4′-(4-МеSC6H4), J=8.1); 7.31, 7.51 (оба с, по 1 Н, 6-Н, 
4-Н); 11.10 (уш. с, 1 Н, 1-Н). Найдено, %: С, 52.70; Н, 3.63; N, 8.58. C28H24Br2N4O2S. 
Вычислено, %: С, 52.52; Н, 3.78; N, 8.75.

2′-Амино-6′-[2-(5,7-дибром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-5′-ок -
со-4′-(4-пиридил)-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонит  -
рил (III 16) [6].

2′-Амино-6′-[2-(5,7-дибром-2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-7′-метил-4′-(4-
метоксифенил)-5′-оксо-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонит -
рил (III 17) [6].

2′-Амино-7′-метил-6′-[2-(2-метил-1H-индол-3-ил)этил]-5′-оксо-4′-(2,
4,5-триметоксифенил)-5′,6′-дигидро-4′Н-пирано[3,2-c]пиридин-3′-карбонит -
рил (III 18).

В результате реакции, аналогичной синтезу III 5, из 0.14 г (0.5 ммоль) пири-
динона I 1, 0.036 г (0.55 ммоль) малононитрила и 0.11 г (0.55 ммоль) альдегида II 6 
получили 0.15 г (57%) соединения III 18, т. пл. 198–200 0С. Спектр ЯМР 1Н (323 К, 
δ, м.д., J/Гц): 2.02, 2.15 (оба с, по 3 Н, 7′-Ме, 2-Ме); 2.79–2.95 (м, 2 Н, СН2СН2N); 
3.65, 3.74, 3.77 [все с, по 3 Н, 4′-(МеО)3С6Н2]; 3.83–4.10 (м, 2 Н, CH2CH2N); 4.62 (c, 
1 H, 4′-H); 5.89 (c, 1 H, 8′-H); 6.57, 6.63 [оба с, по 1 Н, 4′-(МеО)3С6Н2]; 6.66 (уш. с, 
2 Н, 2′-NH2); 6.88–7.00 (м, 2 Н, 5-Н, 6-Н); 7.21 (д, 1 Н, 7-Н, J = 7.6); 7.40 (д, 1 Н, 4-Н, 
J = 7.6); 10.60 (уш. с, 1 Н, 1-Н). Найдено, %: С, 68.61; Н, 5.78; N, 10.75. C30H30N4O5. 
Вычислено, %: С, 68.43; Н, 5.74; N, 10.64.

Выводы
Синтезировано 4 новых пиранопиридонов с триптаминовым фрагментом III. 

Структура соединений III 5, 10, 15 и 18 доказана методом ЯМР 1Н и подтверждена 
данными элементного анализа. Выбор указанных соединений обусловлен наличием 
в молекулах атомов галогена (Br, Cl), метоксигрупп, триметиленовой цепочки в ин-
дольной части молекулы и их структурным сходством с известными природными 
и синтетическими цитотоксическими препаратами.

Результаты биологических исследований. Все синтезированные соединения 
III 1–18 были подвергнуты тесту in vitro на определение их цитотоксичности в от-
ношении культур опухолевых клеток человека. Были выбраны клеточные культуры, 
относящиеся к особо эпидемиологически значимым видам онкологических заболе-
ваний человека: карцинома легкого (А549) и карцинома кишечника (НСТ116) [1]. 
МТТ-тест, лежащий в основе определения цитотоксичности, основан на измерении 
количества живых, активно метаболизирующих клеток, в культуральной среде по-
сле воздействия соединений. Митохондриальные оксидоредуктазы живых клеток 



11

способны восстанавливать тетразолиевый краситель 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолия бромид (МТТ) в нерастворимый формазан пурпурного цвета, 
который остается в лунках в составе клеток и после замещения культуральной сре-
ды на диметилсульфоксид (ДМСО) растворяется в последнем с образованием пур-
пурного окрашивания, интенсивность которого пропорциональна количеству живых 
клеток в лунке.

Результаты эксперимента приведены в таблице.
Согласно полученным результатам можно с уверенностью сказать, что для 

проявления цитотоксичности в группе исследованных пиранопиридонотриптаминов 
III наибольшее значение имеют наличие и число атомов брома в молекуле (в трип-
таминовом или пиранопиридоновом фрагменте). Среди соединений, не содержащих 
бром (соединения III 5, III 8, III 10, III 11, III 18), нет ни одного соединения со значе-
нием полумаксимальной ингибирующей концентрации (IC50) ниже 100 мкМ, что тра-
диционно трактуется как отсутствие цитотоксического эффекта. При введении одно-
го атома брома в молекулу (соединения III 1, III 2, III 6, III 7, III 9, III 12) IC50 сни-
жается до 6–100 мкМ, причем соединения с ароматическим фурильным радикалом 
в пиранопиридоновом фрагменте (III 2, III 9) проявляют большую цитотоксичность 
по сравнению с соединением III 1, имеющим фенильный радикал. В случае двух 
атомов брома в триптаминовом фрагменте все 7 соединений III 3, 4, 13–17 обладают 
цитотоксичностью, причем 5 из них имеют IC50 около 20 мкМ, что приближает их 
к цитотоксичности, проявленной препаратом сравнения камптотецином.

Влияние числа атомов брома в триптаминовом фрагменте на цитотоксичность 
выявлено на примере соединений, имеющих один и тот же заместитель в положении 
4′ пиранопиридонового фрагмента. Вещества III 1, 8, 10, 13 имеют одинаковый ради-
кал 4′-фенил. Соединения III 8 и III 10 не содержат атомов брома и лишены цитоток-
сичности (IC50 выше 100 мкМ), при наличии одного атома брома в соединении III 1 
IC50 уже ниже 100 мкМ, а при двух атомах брома (соединение III 13) имеет IC50 около 
20 мкМ, что сравнимо с эталоном – камптотецином. В молекулах III 6 и III 18 присут-
ствует радикал (2, 4, 5-три-ОМе-С6Н2)-4′. Сравнение цитотоксичности к НСТ116 со-
единений III 6 (есть атом брома) и III 18 (атом брома отсутствует) показывает высо-
кую активность у первого (6,17±0,11) и отсутствие ее у второго (284±5,19).

Наиболее активные соединения содержат два атома брома (III 3, III 4, III 13, 
III 14, III 16). Наивысшую активность в отношении карциномы НСТ116 показало ве-
щество III 3, существенно превосходя активность эталона сравнения – камптотецина.

На основании проведенного эксперимента были выбраны два соединения, 
проявившие максимальную цитотоксичность – III 3 и III 4, – с целью изучения ве-
роятных механизмов, лежащих в основе их противоопухолевого действия: влияния 
на апоптоз и клеточный цикл. Поскольку данные исследования проводятся с помо-
щью проточной цитометрии, более удобными для работы с методической точки зре-
ния были культуры клеток, растущих суспензионно в культуральной среде (см. ме-
тодику биологических исследований). Поэтому в качестве опухолевой культуры кле-
ток для данных тестов была выбрана клеточная культура Jurkat (острая Т-клеточная 
лейкемия).

Для определения эффективных доз соединений в отношении опухолевой линии 
клеток Jurkat цитотоксичность была определена с помощью ресазурин-теста. Мито-
хондриальные и цитоплазматические оксидоредуктазы живых клеток способны вос-
станавливать синий краситель ресазурин (7-гидрокси-3Н-феноксазин-3-он-10-окси
да натриевая соль) до розово-фиолетового резоруфина, обладающего флуоресцен-
цией в желто-зеленой обрасти спектра. Интенсивность флуоресценции резофурина 
прямо пропорциональна количеству живых клеток в лунке.
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Таблица
Цитотоксичность пиранопиридонотриптаминов в МТТ-тесте

Соединение III

IC50, мкМ

A549
(карцинома легкого человека)

НCT116
(карцинома кишечника человека)

1 98,86±3,61 44,01±8,71

2 33,11±0,60 29,56±0,90

3 21,46±2,92 4,88±0,63

4 20,85±0,31 21,63±0,74

5 303,11±26,04 236,20±10,52

6 70,12±1,44 6,17±0,11

7 107,15±3,74 89,05±2,40

8 109,39±2,14 177,75±10,19

9 75,06±11,55 38,05±4,49

10 254,30±13,05 214,26±9,71

11 232,17±10,33 225,25±10,17

12 268,00±9,78 73,90±5,62

13 18,28±0,33 20,68±1,07

14 22,53±0,53 16,55±0,35

15 58,48±0,33 110,78±6,07

16 21,60±0,62 26,32±1,26

17 38,59±0,44 122,83±4,68

18 212,63±8,76 284,69±5,19

Камптотецин 8,87±0,02 12,34±0,50

Даунорубицин 0,51±0,01 0,24±0,01

Соединения III 3 и III 4 в тесте с ресазурином продемонстрировали вы-
сокую цитотоксичность: IC50 составила 1,47±0,06 мкМ для соединения III 
3 и 4,56±0,19 мкМ для соединения III 4. IC50 препаратов сравнения были опреде-
лены в данном эксперименте как 1,24±0,05 мкМ для камптотецина (ингибитор то-
поизомеразы I) и 0,011±0,001 мкМ для даунорубицина (интеркалятор, ингибитор 
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топоизомеразы II). В дальнейших экспериментах мы использовали эти соединения 
и препараты сравнения в дозах, близких к их IC50 в отношении к культуре клеток 
Jurkat: 1 мкМ для соединения III 3, 5 мкМ для соединения III 4, 1 мкМ для кампто-
тецина и 0,01 мкМ для даунорубицина.

Апоптоз – это тщательно регулируемый процесс гибели клеток, который явля-
ется нормальной частью ее развития. Факторы, участвующие в регуляции клеточной 
гибели, в настоящее время рассматриваются в качестве основных мишеней противо-
опухолевого воздействия, а характер апоптотических реакций может служить марке-
ром эффективности рациональной химиотерапии и помогать в ее выборе. Апоптоз 
отличается характерными морфологическими и биохимическими изменениями клет-
ки, в том числе уплотнением и фрагментацией хроматина, «усадкой» цитоплазмы 
и потерей мембраной асимметрии. Последняя особенность связана с транслокацией 
фосфатидилсерина на внешней поверхности цитоплазматической мембраны апопто-
тической клетки [14]. Чтобы определить, была ли активность выбранных соедине-
ний связана с индукцией апоптоза, нами использовались рекомбинантный аннексин 
V, который имеет высокое сродство к фосфатидилсерину, конъюгированный с кра-
сителем APC, и краситель SYTOX® Blue (который легко проникает в клетки с на-
рушенными плазматическими мембранами) [10].

На рисунке 2 представлены популяции клеток, находящихся в процессе апоп-
тоза или некроза через 24, 48 и 72 ч после воздействия исследуемых соединений или 
препаратов сравнения.

Анализируя количество клеток, находящихся в различных стадиях жизненного 
цикла, видим влияние на апоптоз такого известного индуктора апоптоза, как кампто-
тецин (СРТ). Процент клеток, находящихся в стадии раннего апоптоза, по отноше-
нию ко всем клеткам популяции постепенно растет: от 20% через 24 ч воздействия 
к 33% через 48 ч воздействия и достигает 48% через 72 ч воздействия камптотецина 
в дозе 1 мкМ.

Даунорубицин (DNR) является известным интеркалирующим агентом 
и в нашем эксперименте он, примененный в дозе 0,01 мкМ, повышал фракцию 
лишь немного апоптозных, а больше – некрозных клеток к 72 ч после воздействия: 
до 7 и 10% соответственно.

Исследуемые нами соединения не оказывают выраженного влияния на индук-
цию апоптоза. Результаты при их воздействии на опухолевые клетки практически 
равны данным контрольной группы клеток, не подвергшейся воздействию. В случае 
соединения III-3 можно отметить только немного более высокий процент клеток, 
находящихся в стадии некроза или позднего апоптоза, через 72 ч воздействия: 8% 
против 2% в контрольной группе.

Нарушения в системе контроля клеточного цикла – одна из основных при-
чин образования злокачественных опухолей. Мутации в генах регуляторных бел-
ков клеточного цикла приводят к бесконтрольному делению клеток, дальнейшему 
накоплению мутаций в клетках, появлению и размножению анеуплоидных клеток 
с ненормальным содержанием хромосом. В свою очередь, действие многих проти-
воопухолевых препаратов сопровождается замедлением или блокадой клеточного 
цикла.

Измерение содержания ДНК позволяет изучать клеточные популяции в раз-
личных фазах клеточного цикла, а также проводить анализ плоидности ДНК. В кон-
кретной популяции клетки распределяются по трем основным фазам клеточного 
цикла: фаза G0/G1 (один набор парных хромосом на клетку); фаза S (синтез ДНК 
с переменным количеством ДНК); фаза G2/M (два набора парных хромосом на клет-
ку до деления клетки) [17].
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Рис. 2. Дотограммы популяций клеток необработанных (А) после воздействия соединения III 3 (Б), 

соединения III 4 (В) или препаратов сравнения камптотецина (Г) и даунорубицина (Д) 
через 24, 48 и 72 ч (на дотограммах в сегментах указаны проценты популяций клеток,

где A – апоптотические клетки, V – жизнеспособные, N – некротические, 
D – поврежденные клетки, или продукты лизиса)



15

На рисунке 3 представлены популяции клеток, находящихся в трех основных 
фазах клеточного цикла, через 24, 48 и 72 ч после воздействия исследуемых соедине-
ний или препаратов сравнения.

Для контрольной группы разделение клеток было следующим: в фазе G0 (вне 
клеточного цикла) находится около 2% всех клеток (что нормально для постоянно 
делящихся опухолевых клеток); в фазе G0/G1 (пресинтетической) – около 50% всех 
клеток; в S-фазе (синтетической, удвоения ДНК) – около 30% всех клеток; в постсин-
тетической фазе G2/M – около 18% всех клеток.

В случае с камптотецином (CPT) в дозе 1 мкМ на протяжении всего экспери-
мента наблюдался арест клеточного цикла в фазе G0/G1 (57–79% всей клеточной 
популяции), клетки не входили в стадию удвоения ДНК, и количество клеток, нахо-
дящихся в фазе постсинтетической G2/M, составляло не выше 5%.

В случае с даунорубицином (DNR) в дозе 0,01 мкМ арест клеточного цикла 
происходил на стадии удвоения ДНК. Даунорубицин как известный интеркалятор 
встраивается между парами азотистых оснований и ингибирует топоизомеразу II, 
которая должна расплетать нити ДНК в процессе репликации. При воздействии 
на опухолевые клетки даунорубицином наблюдалось накопление клеток в S-фазе, 
а особенно в G2/M фазе (до 63% всей клеточной популяции). На фоне этого эффекта 
популяция клеток пресинтетической фазы значительно обедняется (18–36% от всей 
популяции клеток).

Соединения III 3 и III 4 в дозах 1 и 5 мкМ соответственно не оказывают дей-
ствия в первые сутки применения, однако после 48 ч воздействия вызывают арест 
клеточного цикла в фазе G0/G1, не позволяя клеткам перейти к репликации ДНК. 
В случае соединения III 3 это составляет 61% клеток популяции, в случае соедине-
ния III 4–68% клеток популяции, в то время как в контрольной группе количество 
клеток в пресинтетической фазе цикла составляет 50%.

Экспериментальная биологическая часть. Культуры клеток человека 
А549 (карцинома легкого, ATCC®CCL-185™) и НСТ116 (карцинома кишечни-
ка, ATCC®CCL-247™) выращивали в среде DMEM (PanEco, Moscow, Russia), Jur-
kat (острая Т-клеточная лейкемия, ATCC®TIB-152™) в среде RPMI-1640 (Gibco, 
Scotland, UK) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки (ThermoFisher 
Scientific, Paisley, UK), 2мM L-глутамина (PanEco, Moscow, Russia) и 1% гентамици-
на (OAO Дальхимфарм, Россия) в качестве антибиотика при 37 oC и 5% CO2 во влаж-
ной атмосфере.

Цитотоксичность всех синтезированных соединений была определена 
по МТТ-тесту [14]. Клетки были посеяны в концентрации 1•104 клеток/200 мкл 
в 96-луночный планшет и культивировались при 37 oC во влажной атмосфере с 5% 
CO2. После 24 ч инкубации к культурам клеток были добавлены различные кон-
центрации тестируемых соединений (от 100 до 1,56 мкМ), и далее клетки куль-
тивировались в тех же условиях в течение 72 ч. Каждая концентрация была вы-
полнена в трех опытных пробах. Все вещества были растворены в ДМСО, конеч-
ная концентрация ДМСО в лунке не превышала 0,1% и не была токсичной для 
клеток.

В качестве контрольных выступали лунки, в которые добавляли раствори-
тель в конечной концентрации 0,1%. После инкубации в каждую лунку было до-
бавлено 20 мкл MTT (5 мг/мл), и планшеты инкубировались еще в течение 2 ч. За-
тем из планшетов была удалена среда, и в каждую лунку добавили 100 мкл ДМСО 
для растворения образовавшихся кристаллов формазана. С помощью планшетного 
анализатора Cytation3 (BioTek Instruments, Inc) определяли оптическую плотность 
при 536 нм [28].
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Рис. 3. Гистограммы популяций клеток, находящихся в различных фазах клеточного цикла:

необработанных (А), после воздействия соединения III 3 (Б), соединения III 4 (В) 
или препаратов сравнения камптотецина (Г) и даунорубицина (Д) – через 24, 48 и 72 ч
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Цитотоксичность соединений III-3 и III-4 дополнительно определяли 
с помощью ресазурин-теста [25]. Клетки были посеяны в концентрации 6•104 кле-
ток/200 мкл в 96-луночный планшет и культивировались при 37 oC во влажной 
атмосфере с 5%-ным CO2 c различными концентрациями тестируемых соедине-
ний (от 100 до 1,56 мкМ) в течение 72 ч. Каждая концентрация была выполнена 
в трех опытных пробах. Все вещества были растворены в ДМСО, конечная концен-
трация ДМСО в лунке не превышала 0,1% и не была токсичной для клеток. В ка-
честве контрольных выступали лунки, в которые добавляли растворитель ДМСО 
в конечной концентрации 0,1%. После инкубации в каждую лунку было добавле-
но 20 мкл ресазурина (7-гидрокси-3Н-феноксазин-3-он-10-оксида натриевой соли 
с конечной концентрацией 50 мкМ), и планшеты дополнительно инкубировали в те-
чение 2 ч. Флуоресценцию восстановленного резоруфина определяли с помощью 
планшетного анализатора Cytation3 (BioTek) при длине волны возбуждения 550 нм, 
эмиссии 585 нм [11].

В качестве количественного критерия цитотоксичности тестируемых соедине-
ний был использован индекс IC50. Значение концентрации, вызывающее 50%-ное ин-
гибирование роста популяции клеток (IC50), было определено на основе дозозависи-
мых кривых с помощью программного обеспечения GraphPad Prism 9. За 100%-ную 
принимали выживаемость клеток, инкубированных без исследуемых соедине-
ний (контроль).

Для детектирования апоптоза в клетках использовали метод проточной ци-
тометрии. Оценивали экстернализацию фосфатидилсерина с помощью теста с ан-
нексином V, а для определения некротической популяции использовали краситель 
SYTOX Blue [22]. Клетки сеяли в 12-луночный планшет (1 × 106 клеток в 1000 мкл), 
добавляли растворы исследуемых соединений и препаратов сравнения в дозах, близ-
ких к IC50, и инкубировали в течение 24, 48 и 72 ч. Пробы были подготовлен в соот-
ветствии с инструкцией производителя реагентов к набору реагентов Annexin V, APC 
Ready Flow™ Reagent (Invitrogen by ThermoFisher Scientific, USA), а затем проанали-
зированы с помощью проточного цитометра Attune NxT Acoustic Focusing Cytometer 
при использовании 638 и 405 нм лазеров c 670/14 и 440/50 полосовыми фильтрами 
соответственно, по достижении 50 000 событий со стандартной скоростью потока 
100 мкл/мин [10].

Оценку влияния исследуемых соединений на клеточный цикл проводили с ис-
пользованием проточной цитофлуориметрии путем измерения содержания ДНК 
в клетках [27]. Клетки сеяли в 12-луночный планшет (1 × 106 клеток в 1000 мкл), до-
бавляли растворы исследуемых соединений и препаратов сравнения в дозах, близ-
ких к IC50, затем инкубировали в течение 24, 48 и 72 ч. Клеточный материал был 
подготовлен в соответствии с инструкцией производителя реагента к набору реа-
гентов FxCycle™ Violet stain (Molecular Probes by Life Technologies, USA). Клетки 
фиксировали холодным этанолом (70%) в течение 15 мин и отмывали фосфатно-со-
левым буфером. Затем анализировали с помощью проточного цитометра Attune NxT 
Acoustic Focusing Cytometer, используя 405 нм лазер c 440/50 полосовым фильтром, 
по достижении 50 000 событий со стандартной скоростью потока 12,5 мкл/мин [10].

Выводы

Ряд исследованных пиранопиридонотриптаминов обладает цитотоксичностью 
по отношению к опухолевым культурам клеток человека А549 и НСТ116. Для прояв-
ления цитотоксичности наибольшее значение имеют наличие и число атомов брома 
в триптаминовом фрагменте.



18

Пиранопиридонотриптамины, не содержащие бром, демонстрируют отсутствие 
цитотоксического эффекта. При введении одного атома брома в индольное ядро пира-
нопиридонотриптамины начинают проявлять цитотоксичность, а в случае двух атомов 
брома в триптаминовом фрагменте все 7 соединений обладают цитотоксичностью, 
близкой или даже превышающей цитотоксичность препарата сравнения камптотецина.

Два соединения с цитотоксичностью, близкой к цитотоксичности камптотеци-
на, III 3 и III 4, оказывают примерно равный ему эффект воздействия на клеточный 
цикл, вызывая арест его в пресинтетической фазе. Однако данные соединения не об-
ладают влиянием на апоптоз, присущий камптотецину, при исследовании в тесте 
с Аннексином V.

Биологическая часть работы выполнена в рамках Государственного задания 
ИФАВ РАН 2023 г. (тема № FFSN-2021–0013 «Природные биологически активные 
вещества и их аналоги»).
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CYTOTOXICITY OF PYRANOPYRIDONES WITH TRYPTAMINE FRAGMENT

N.M. PRZHEVALSKIY1, L.V. ANIKINA2, A.A. GLOBA2, 
G.P. TOKMAKOV1, R.K. LAYPANOV1, D.A. VERSHINKIN1

(1 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, 
2I nstitute of Physiologically Active Substances of the Federal Research Center for Problems 

of Chemical Physics and Medicinal Chemistry of the Russian Academy of Sciences)

New derivatives of pyrano[3,2-c]pyridones III 5, 10, 15, 18 were synthesised by three-
component reaction of pyridonotryptamines I, aromatic aldehydes II and malononitril. Pyri-
donotryptamines I were synthesised by reaction of tryptamines (these compounds were ob-
tained by Grandberg reaction of arylhydrazines with γ-halogencarbonyl compounds) with 4-hy-
droxy-6-methyl-2H-pyran- 2-on. The aromatic aldehydes II 1, 5, 6, 9 are commercially available 
compounds. Boiling a mixture of compounds I, II and malononitril (molar ratio 1:1.1:1.1) in ethyl 
alcohol in the presence of triethylamine gives the target compounds III 5, 10, 15, 18. The product 
yields 44–75%. The structure of pyrano[3,2-c]pyridones with tryptamine fragment III (four com-
pounds) was proved by 1H NMR and confirmed by elemental analysis. Compounds III 1–4, 6–9, 
11–14, 16 and 17 were synthesised earlier by a similar procedure.

The cytotoxicity of the synthesised compounds III 1–18 was determined in vitro using 
the MTT test on human cell cultures A549 (lung carcinoma) and HCT116 (colorectal carcinoma). 
Camptothecin and daunorubicin were used as reference drugs. The value of the concentration in-
ducing 50% inhibition of the cell growth (IC50, μM) was determined from the dose-response curves 
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using GraphPad Prism 9 software. Compounds III 3 (R1=R2=Br, Ar=2,5-di-OMe-С6Н3,) III 4 
(R1=R2=Br, Ar=4-F-С6Н4), III 6 (R1=Ме, R2=Н, Ar=2,4,5-tris-OMe-С6Н2), III 13 (R1=R2=Br, 
Ar=Ph), III 14 (R1=R2=Br, Ar=2,3-di-OMe-С6Н3) and III 16 (R1=R2=Br, Ar=Py) showed the best 
results for A549 and HCT116 cultures. The effect of the most active compounds III 3 and III 
4 on the cell cycle and apoptosis was studied on Jurkat cell culture (human acute T-cell leukemia). 
Compounds III 3 and III 4 showed significant cytotoxicity against the Jurkat line in the resazurin 
test – 1.47 ± 0.06 and 4.56 ± 0.19 μM, respectively, comparable to the cytotoxicity of the reference 
drug camptothecin of 1.24 ± 0.05 μM. Based on the flow cytometry results, it is suggested that 
the effect is manifested by some (possibly reversible) cell cycle arrest in the presynthetic phase.

Key words: aromatic aldehydes, indoles, pyranopyridones, pyridones, pyridonotryptamines, 
tryptamines, cytotoxicity, MTT test, apoptosis, cell cycle.
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