
 117

УДК 615.9                     DOI: 10.18699/SSMJ20230614
Оригинальное исследование / Research article

Влияние новых противоопухолевых соединений на основе 
производных азолоазинов на уровень повреждений ДНК 
нормальных клеток линии Vero в тесте ДНК-комет
А.Х. Хумаири1, 2, Д.Л. Сперанский1, М.Ю. Минакова2, Н.В. Чердынцева3, В.В. Удут2 

1 Волгоградский государственный медицинский университет Минздрава России
400131, г. Волгоград, пл. Павших Борцов,1
2 НИИ фармакологии и регенеративной медицины им. Е.Д. Гольдберга 
Томского национального исследовательского медицинского центра РАН
634028, г. Томск, пр. Ленина, 3
3 НИИ онкологии Томского национального исследовательского медицинского центра РАН 
634009, г. Томск, пер. Кооперативный, 5

Резюме

Цель работы – изучить влияние новых производных азолоазинов на уровень ДНК-повреждений клеток линии 
Vero in vitro методом щелочного гель-электрофореза (тест ДНК-комет). Материал и методы. Объекты исследо-
вания – 8-(пиперидинокарбонил)-3-циклогексилимидазо[5,1-d][1,2,3,5]тетразин-4(3Н)-он (1), диэтиловый эфир 
4-аминоимидазо[5,1-с][1,2,4]триазин-3,8-дикарбоновой кислоты (2), 4-aмино-8-этоксикарбонилимидазо[5,1-с]
[1,2,4]триазин-3-N-(п-толуил)карбоксамид (3). Препаратом сравнения выбран эпирубицин. Соединения приме-
нялись в дозах 1/2, 1/10 и 1/50 IC50. В качестве клеточной модели выбрана линия клеток Vero, культивируемая 
согласно стандартному протоколу. Для оценки генотоксичности применялся щелочной вариант метода ДНК-
комет, обладающий высокой чувствительностью и позволяющий выявлять повреждения ДНК. Результаты и 
обсуждение. Анализ полученных данных свидетельствует, что тестируемые соединения 1–3 увеличивают коли-
чество повреждений ДНК в неопухолевых клетках. Наиболее выраженным генотоксическим действием облада-
ет соединение 1. Так, использование этого вещества в дозе ½ IC50 привело к достоверному возрастанию длины 
хвоста кометы в 1,5 раза. Отмечено, что количество повреждений ДНК при действии соединения 1 в исследуе-
мых дозах и эпирубицина находилось на одном уровне. Заключение. Полученные результаты доказывают, что 
соединения 1–3 могут обладать потенциально канцерогенным действием. Однако это предположение требует 
дальнейших углубленных экспериментальных исследований.
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Abstract

The aim of the work is to study the effect of new azoloazine derivatives on the level of DNA damage to Vero cells (DNA comet 
test) in vitro by alkaline gel electrophoresis. Material and methods. The objects of the study are 8-(piperidinocarbonyl)-
3-cyclohexylimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazine-4(3H)-one (1), diethyl ether 4-aminoimidazo[5,1-c][1,2,4]triazine-
3,8-dicarboxylic acid (2), 4-amino-8-ethoxycarbonylimidazo[5,1-c][1,2,4]triazine-3-N-(p-toluyl)carboxamide (3). 
Epirubicin was chosen as a comparison drug. The compounds were used in doses of 1/2, 1/10 and 1/50 IC50. The 
Vero cell line cultured according to the standard protocol was selected as the cell model. To assess genotoxicity, an 
alkaline version of the DNA comet method was used, which has a high sensitivity and allows detecting DNA damage. 
Results. Analysis of the data obtained indicates that the tested compounds 1-3 enhance DNA damage in non-tumor 
cells. Compound 1 has the most pronounced genotoxic effect. Thus, the use of this substance in a dose of ½ IC50 led 
to a significant increase in the length of the comet’s tail by 1.5 times. It was noted that DNA damage under the action 
of compound 1 in the studied doses and of epirubicin was on the same level. Conclusions. The results obtained prove 
that compounds 1-3 may have a potentially carcinogenic effect. However, this assumption requires further in-depth 
experimental studies.
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Введение
В современной клинической онкологии на-

значение химиотерапевтических препаратов 
остается обязательным для лечения пациентов 
со злокачественными новообразованиями [1]. 
В арсенал современной химиотерапии входят 
цитостатики, различающиеся по химическому 
строению, механизмам действия и источникам 
происхождения [1, 2]. Интересными в этом плане 
могут быть химические вещества, относящиеся к 
производным азолоазинов. Яркий представитель 
данной группы – темозоломид, одно из успеш-
ных противоопухолевых средств [3], который 
назначают с 2000 г. для лечения различных опу-
холей головного мозга. Он широко используется 
под торговыми названиями Temodal или Temodar 

[4, 5]. В настоящее время синтезированы раз-
личные аналоги темозоломида, например, про-
изводные имидазо[5,1-c][1,2,4]триазинов [6] и 
имидазо[5,1-d][1,2,3,5]тетразин-4-онов [7], кото-
рые представляют интерес для возможного их из-
учения в экспериментальной онкофармакологии 
в качестве перспективных противоопухолевых 
средств.

Известно, что нарушение структуры ДНК 
может стать одной из основных причин появ-
ления вторичных опухолей [8]. Особенно это 
актуально у пациентов со злокачественными 
новообразованиями, которым назначаются про-
тивоопухолевые препараты, в частности, темо-
золомид. В связи с этим актуальным является 
изучение возможных мутагенных свойств его 
аналогов – производных азолоазинов [9]. Ранее 

показано, что 8-(пиперидинокарбонил)-3-цикло-
гексилимидазо[5,1-d][1,2,3,5]тетразин-4(3Н)-он 
(1), диэтиловый эфир 4-аминоимидазо[5,1-с]
[1,2,4]триазин-3,8-дикарбоновой кислоты (2), 
4-aмино-8-этоксикарбонилимидазо[5,1-с][1,2,4]
триазин-3-N-(п-толуил)карбоксамид (3) (рису-
нок) обладают цитотоксическим и генотоксиче-
ским действием в отношении опухолевых клеток 
MCF-7 [10]. 

В настоящее время в спектр обязательных 
краткосрочных тестов по выявлению мутаген-
ных и канцерогенных свойств различных ве-
ществ входит анализ повреждений ДНК (метод 
ДНК-комет) [11]. Оценка генотоксичности новых 
производных азолоазинов в этом тесте на нор-
мальных клетках ранее не проводилась. Целью 
настоящей работы является изучение влияния 
азолоазинов 1–3 на уровень повреждений ДНК 
клеток линии Vero in vitro методом ДНК-комет.

Материал и методы
Клеточной моделью являлась линия клеток 

Vero, полученная из почек африканской зеленой 
мартышки [12]. После размораживания клетки 
дважды отмывали в растворе Хенкса, ресуспен-
дируя и центрифугируя в течение 5 минут при 
500g, рассеивали во флакон и культивировали в 
CO2-инкубаторе при температуре 37 °С и контро-
ле 5 % СО2 на полной питательной среде (9 мл 
MEM + 1 мл FBS + 100 мкл антибиотиков) до 
формирования монослоя. Для пересева на 96-лу-
ночный планшет удаляли питательную среду 
и переводили клетки в раствор дезинтегратора 
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(трипсин-ЭДТА 0,25 %), после чего центрифуги-
ровали 5 мин при 500g. Осадок ресуспендирова-
ли в 2 мл полной питательной среды и готовили 
суспензию из расчета 106 клеток в 10 мл среды. В 
каждую лунку планшета помещали 100 мкл сус-
пензии (104 клеток) и сразу добавляли исследуе-
мые вещества в необходимых конечных концен-
трациях (см. ниже). Помимо этого на планшете 
был отрицательный (без добавления веществ) и 
положительный (добавление эпирубицина) кон-
троль. Эпирубицин выбран в качестве позитив-
ного контроля в связи с тем, что он, согласно кли-
ническим рекомендациям Ассоциации онкологов 
России, а также метаанализу клинических обзо-
ров за последние 5 лет, включен во многие схемы 
химиотерапии, где играет решающую роль при 
лечении пациентов как с ранним, так и прогрес-
сирующим/метастатическим раком молочной 
железы. Планшеты инкубировали в течение 1 ч 
при температуре 37 °С, затем отделяли клетки от 
поверхности с помощью 0,25%-го раствора трип-
син/ЭДТА, центрифугировали, ресуспендирова-
ли осадок в растворе Хенкса.

Соединения 1–3 синтезированы и любезно 
предоставлены сотрудниками Уральского феде-
рального университета имени первого Президента 
России Б.Н. Ельцина. Ранее для них и эпирубици-
на были определены IC50 в опухолевой клеточной 
культуре MCF-7: эпирубицин – 9,37 мкмоль/л; 
соединение 1 – 0,85 мкмоль/л; соединение 2 – 
2,98 мкмоль/л; соединение 3 – 3,95 мкмоль/л [10, 
13]. В настоящей работе вещества применялись в 
дозах 1/2, 1/10 и 1/50 IC50.

Для оценки генотоксичности использовали 
щелочной вариант метода ДНК-комет, облада-
ющий высокой чувствительностью и позволя-
ющий выявлять повреждения ДНК [14]. Крите-
рием положительного результата теста является 
статистически значимое увеличение основных 
показателей поврежденности ДНК. Для прове-
дения кометного анализа вносили 20 мкл кле-
точной суспензии в 180 мкл 1%-го раствора ага-

розы в фосфатном буфере (pH 7,5 ± 1,0), смесь 
помещали на предметные стекла, инкубировали 
в щелочной камере (10 М NaOH + 200 мМ ЭДТА, 
рН > 13,0) и проводили горизонтальный электро-
форез, используя камеры CSL-COM20 (Cleaver 
Scientific, Великобритания), в течение 20 мин при 
напряженности поля 1 В/см и силе тока ~ 300 мA. 
Стекла фиксировали 70%-м раствором этанола и 
оставляли при комнатной температуре на 1–2 ч 
до полного высыхания. Полученные микропре-
параты окрашивали раствором SYBR Green I и 
анализировали на флуоресцентном микроскопе 
Axio Imager (Carl Zeiss, Германия) при 530 нм с 
помощью цифровой камеры NX3000 (Samsung, 
Южная Корея). Краситель выбран согласно Ру-
ководству по проведению доклинических иссле-
дований лекарственных средств [15], так как он 
позволяет получить с микропрепаратов яркие вы-
сококонтрастные изображения.

Результаты проведенного ДНК-кометного 
анализа оценивали по следующим параметрам: 
доля ДНК в хвосте (%), момент хвоста (произве-
дение длины хвоста кометы и доли ДНК в хвосте, 
условные единицы) [14], длина хвоста кометы 
(расстояние миграции ДНК от центра или края 
головы до конца хвоста, пиксели). Анализ пере-
численных параметров ДНК-комет осуществля-
ли с помощью программы CometScore 2.0.0.38 
(TriTek Corp., США). С каждого микропрепара-
та рандомизированно анализировали состояние 
ДНК не менее 100 клеток. Индекс повреждения 
ДНК (условные единицы) рассчитывали по фор-
муле:

                                                                              ,
где n0 – n4 – число ДНК-комет каждого типа; Ʃ – 
сумма проанализированных ДНК-комет. Для вы-
числения индекса генотоксичности ДНК-кометы 
были ранжированы на пять условных типов с со-
ответствующим для каждого числовым значени-
ем от 0 до 4 [15]. 

Химическая структура соединений 1–3 
Chemical structure of compounds 1–3 
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При статистической обработке результатов 
эксперимента предварительно была проверена 
нормальность распределения данных по крите-
рию Шапиро – Уилка. Внутригрупповой срав-
нительный анализ проводился по критерию Кра-
скела – Уоллиса (непараметрический вариант) с 
последующими множественными сравнениями 
по Бонферрони – Данну. Различия считались ста-
тистически значимыми при уровне доверитель-
ной вероятности p < 0,05.

Результаты
При изучении влияния азолоазинов 1–3 и эпи-

рубицина на генетический аппарат неопухолевых 
клеток Vero установлено, что культивирование 
данной клеточной линии с эпирубицином в дозе 
1/10 IC50 оказало наиболее выраженное канцеро-
генное действие по сравнению с дозами 1/2 и 1/50 
IC50: доля ДНК в хвосте кометы оказалась макси-
мальной, в то время как момент хвоста – мини-
мальным. Влияние препарата на длину хвоста в 
указанных концентрациях варьировало незначи-
тельно (таблица).

При изучении влияния соединения 1 на долю 
ДНК в хвосте комет неопухолевых клеток за-
фиксированы статистически значимые различия 
между дозами 1/10 IC50 и 1/50 IC50. Следует от-
метить, что использование имидазотетразина 1 
в дозе 1/2 IC50 привело к достоверному увеличе-
нию данного показателя в 1,5 раза относительно 

такового при использовании меньших доз. Кроме 
того, эффект соединения 1 в исследуемых дозах 
и эпирубицина в отношении показателя «момент 
хвоста» находился на одном уровне. При внутри-
групповом сравнении статистически значимые 
различия наблюдались между дозами 1/10 IC50 и 
1/2 IC50 изучаемого вещества (см. таблицу). 

Использование соединения 2 в дозе 1/50 IC50 
привело к увеличению доли ДНК в хвосте кометы 
в 52,1 раза (p < 0,05) относительно отрицатель-
ного контроля и достигло значения в группе эпи-
рубицина. После культивирования неопухолевой 
клеточной линии Vero с имидазотриазином 2 по-
лучены статистически значимые различия между 
дозами 1/10 IC50 и 1/50 IC50, с одной стороны, и 
дозой 1/2 IC50, с другой (p < 0,05), в отношении 
показателя «момент хвоста», величина которого 
была соответственно в 1,5 и 1,7 раза больше, чем 
в группе максимальной дозы вещества. При вну-
тригрупповой оценке длины хвоста кометы под 
воздействием соединения 2 не обнаружено ста-
тистически значимых различий между использо-
ванными дозами (см. таблицу).

Введение в неопухолевую клеточную линию 
соединения 3 в трех концентрациях привело к 
статистически значимому увеличению доли ДНК 
в хвосте кометы для всех доз по сравнению с ве-
личиной показателя в отрицательном контроле. 
Внутригрупповой анализ показал, что при вне-
сении субстанции 3 наблюдались статистически 

Генотоксическое действие соединений 1–3 и эпирубицина на неопухолевую клеточную культуру Vero,     
зарегистрированное методом ДНК-комет

Genotoxic effect of compounds 1–3 and epirubicin on a non-tumor Vero cell culture recorded by the DNA comet 
method

Группа наблюдения, 
концентрация

Доля ДНК в хвосте 
кометы, %

Длина хвоста кометы, 
пиксель Момент хвоста, усл. ед.

Отрицательный кон-
троль 1,0 [0,8 ÷ 1,4] 14,0 [12,5 ÷ 16,1] 0,05 [0,03 ÷ 0,07]

Эпирубицин, 1/50 IC50 52,9 [47,0 ÷ 55,29] * 287,1 [227,3 ÷ 335,5] * 149,6 [151,0 ÷ 194,4] *
Эпирубицин, 1/10 IC50 64,9 [55,4 ÷ 70,9] * 228,6 [226,6 ÷ 231,1] *,# 107,9 [103,9 ÷ 118,7] *
Эпирубицин, 1/2 IC50 51,2 [48,2 ÷ 53,3] * 279,9 [263,4 ÷ 271,1] *,^ 148,6 [135,8 ÷ 156,0] *
Соединение 1, 1/50 IC50 59,9 [57,9 ÷ 61,2] *,# 284,2 [259,8 ÷ 334,4] * 143,1 [136,8 ÷ 186,0] *
Соединение 1, 1/10 IC50 65,1 [61,2 ÷ 70,9] *,‡ 284,9 [235,8÷ 301,8] *,^ 103,9 [101,4 ÷ 111,3] *
Соединение 1, 1/2 IC50 57,2 [53,2 ÷ 59,3] *,† 402,5 [367,3 ÷ 421,2] *,†,‡,• 200,9 [182,0÷ 205,2] *,†,•
Соединение 2, 1/50 IC50 52,1 [36,3 ÷ 56,6] * 348,5 [312,6 ÷ 357,0] * 191,8 [184,3 ÷ 208,7] *
Соединение 2, 1/10 IC50 49,8 [38,5 ÷ 54,8] * 367,1 [320,3 ÷ 378,9] * 172,2 [169,7 ÷ 184,7] *
Соединение 2, 1/2 IC50 35,8 [32,4 ÷ 39,8] * 330,6 [309,6 ÷ 338,6] * 116,6 [108,1 ÷ 121,6] *,‡,•
Соединение 3, 1/50 IC50 41,0 [28,3 ÷ 49,3] * 227,1 [184,3 ÷ 290,8] * 365,6 [307,6 ÷ 391,6] *
Соединение 3, 1/10 IC50 37,8 [27,6 ÷ 41,1] *,‡ 203,7 [168,4 ÷ 251,6] *,‡ 341,5 [315,7 ÷ 373,3] *,‡

Соединение 3, 1/2 IC50 35,6 [27,9 ÷ 42,8] *,• 303,9 [251,6 ÷ 330,3] *,• 355,1 [346,9 ÷ 358,4] *,•
Примечание. Результаты представлены в виде медианы и межквартильного интервала. Обозначены статистически зна-

чимые (p < 0,05) отличия от величин соответствующих показателей: * – отрицательного контроля; # – эпирубицина в дозе 
1/50 IC50; ^ – эпирубицина в дозе 1/10 IC50; †– эпирубицина в дозе 1/2 IC50; ‡ – того же соединения в дозе 1/50 IC50; • – того 
же соединения в дозе 1/10 IC50.
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значимые различия (в 1,2 раза) длины хвоста ко-
меты между дозами 1/2 IC50 и 1/50 IC50 относи-
тельно дозы 1/10 IC50. При действии имидазотри-
азина 3 на клеточную линию Vero в концентрации 
1/2 IC50 и 1/50 IC50 показатель «момент хвоста» 
оставался на одном уровне, доза 1/10 IC50 приве-
ла к его снижению относительно минимальной и 
максимальной дозы (см. таблицу).

Установлено следующее распределение зна-
чений показателя индекса повреждения после 
введения эпирубицина в клеточную линию Vero 
по дозам: для 1/2 IC50 – 54,4, для 1/10 IC50 – 48,8, 
для 1/50 IC50 – 55,1. Статистически значимые 
различия зафиксированы при внутригрупповом 
сравнении эффекта эпирубицина. Индекс по-
вреждения клеточной линии Vero после введения 
соединения 1 был наибольшим и в среднем соста-
вил 60 %, наименьшее значение показателя полу-
чено от соединения 3 в дозе 1/2 IC50.

Обсуждение
Согласно данным виртуального скрининга и 

различным экспериментальным исследованиям, 
азолоазины обладают противовоспалительным, 
противодиабетическим и противовирусным дей-
ствием [16]. Также известно о наличии у них 
противоопухолевой активности. Так, начиная с 
1980-х годов, химические соединения, в основе 
которых лежит имидазо[5,1-d][1,2,3,5]тетразин, 
начали широко применяться в качестве противо-
опухолевых агентов [3–5]. На сегодняшний день 
синтезировано несколько сотен новых производ-
ных азолоазинов, которые отличаются по хими-
ческому составу, что делает их перспективными 
для изучения в экспериментальной онкологии [6, 
17].

Ранее в скрининговых экспериментах нами 
изучено 11 новых производных азолоазинов. По-
казано их умеренное цитотоксическое действие 
в отношении опухолевых клеток MCF-7. По ре-
зультатам этого исследования были выбраны 
соединения 1–3 как наиболее перспективные, с 
потенциально сильным противоопухолевым дей-
ствием [10, 13]. Показано, что наибольшую ци-
тотоксическую активность имеет соединение 1. 
Далее следует соединение 2. Менее токсично для 
опухолевых клеток соединение 3 [10, 13].

Согласно рекомендациям по проведению до-
клинических исследований для малых молекул, 
обладающих каким-либо видом фармакологичес-
кой активности, должна быть выполнена оценка 
повреждения ДНК с помощью метода ДНК-комет 
[15]. В настоящее время c использованием этого 
метода изучено влияние трех перспективных со-
единений, относящихся к производным азоло-
азина, на повреждения ДНК опухолевых клеток 

MCF-7. Выявлено, что изучаемые вещества обла-
дают выраженным генотоксическим действием. 
Наиболее токсичным в отношении генетического 
аппарата опухолевых клеток оказалось соедине-
ние 1 [18].

Известно, что цитостатические препараты, 
ингибирующие развитие злокачественных но-
вообразований, обладают рядом побочных дей-
ствий в отношении здоровых клеток. В связи с 
этим были проведены эксперименты для оценки 
влияния новых производных азолоазинов на не-
опухолевые клетки с целью определения у этих 
веществ соотношения «риск/польза». Ранее при 
оценке цитотоксической активности выбранных 
соединений 1-3 на неопухолевые клетки показано 
достаточно слабое токсическое действие, что яв-
ляется позитивным моментом в случае их исполь-
зования в качестве противоопухолевых средств 
[10]. Известно, что все современные противоопу-
холевые препараты негативно влияют на ДНК как 
опухолевых, так и неопухолевых клеток. Полом-
ка генома под воздействием каких-либо факторов 
может провоцировать канцерогенез [19]. С целью 
оценки риска возможного образования вторич-
ных опухолей при назначении новых производ-
ных азолоазинов необходимо дальнейшее их ис-
следование в отношении неопухолевых клеток. 
Анализ полученных экспериментальных данных 
свидетельствует, что соединения 1–3 приводят к 
возрастанию повреждения ДНК в неопухолевых 
клетках. Наиболее выраженное генотоксическое 
действие оказало соединение 1, что согласуется с 
ранее полученными данными о мутагенных свой-
ствах этого вещества в отношении опухолевых 
клеток.

Препараты на основе производных азоло-
азинов достаточно токсичны и обладают выра-
женным повреждающим действием на здоровые 
клетки, например, клетки крови. В связи с этим 
повышенное содержание повреждений ДНК в 
клетках Vero может быть расценено как один из 
возможных механизмов проявления цитоток-
сического эффекта этих соединений, которое 
характерно для этой группы веществ в целом. 
Также полученные результаты доказывают, что 
соединения 1–3 потенциально канцерогенны и 
способны приводить к образованию вторичных 
опухолей. Основным механизмом повреждения 
ДНК является метилирование в положении N7 и 
O6 гуанина и О3 аденина. При возникшей полом-
ке в ДНК встраивается тимидин вместо цитозина. 
Следствием таких изменений является наруше-
ние синтеза белка и репарации ДНК, что ведет к 
гибели клетки, т.е. к цитотоксичности [20, 21].

В дальнейшем, несомненно, научный и прак-
тический интерес представляет изучение соеди-
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нений 1–3 в других обязательных тестах по выяв-
лению повреждений ДНК, таких как тест Эймса, 
цитогенетические тесты хромосомных поврежде-
ний, для поиска однозначного ответа на вопрос 
о возможном мутагенном действии и канцероген-
ном потенциале этих веществ.

Заключение
Изучение влияния соединений 1–3 на генети-

ческий аппарат неопухолевой клеточной культу-
ры Vero показало, что соединение 1 приводит к 
наиболее выраженным повреждениям ДНК. По-
лученные результаты свидетельствуют в пользу 
возможного канцерогенного действия данного 
вещества. Однако это предположение требует 
дальнейших углубленных экспериментальных 
исследований. 
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