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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Конденсированные производные бензимидазолдиона с узловым 
атомом азота могут стать основой для разработки эффективных клини-
ческих терапевтических средств для лечения онкологических заболеваний. 
Для этого необходимо проведение исследований, включающих синтез и изуче-
ние противоопухолевой активности соединений данной группы.
Цель исследования. Поиск новых цитотоксических агентов из ряда конденси-
рованных бензимидазолдионов с узловым атомом азота.
Методы. Цитотоксический профиль синтезированного соединения оцени-
вали с использованием МТТ-теста, в основе которого лежит реакция вос-
становления соли тетразолия (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-те-
тразолиум бромид) митохондриальными дегидрогеназами живых клеток 
до нерастворимых в воде кристаллов формазана. В качестве показателей 
эффективности были определены величины IC50 цитотоксического эффекта, 
представляющие собой концентрации соединения, приводящие к гибели 50 % 
клеток в пробе.
Результаты. Было продемонстрировано наличие цитотоксичности у но-
вого производного бензимидазола – 7-бром-8-хлор-3,4-дигидро-1H-[1,4]оксази-
но[4,3-a]бензимидазол-6,9-диона в отношении клеток опухолевого происхож-
дения: аденокарциномы легкого (A549) и аденокарциномы молочной железы 
(MCF-7). В свою очередь для нормальных клеток эмбриональной почки человека 
(Hek-293) данное соединение было примерно в 2,5 раза менее токсично.
Заключение. Полученные результаты показывают, что конденсированные 
производные бензимидазола с узловым атомом азота являются перспектив-
ным классом соединений для разработки новых противоопухолевых агентов 
с избирательной токсичностью.
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RESUME

Condensed benzimidazoledione derivatives with a nodal nitrogen atom can become 
the basis for the development of clinical therapeutic agents for the effective treatment 
of oncological diseases. This requires research that includes the synthesis and study 
of the antitumor activity of compounds of this group.
The aim. Search for new cytotoxic agents from a series of condensed benzimidazole 
diones with a nodal nitrogen atom.
Materials and methods. The cytotoxic profile of the synthesized compound was 
evaluated using an MTT test based on the reduction reaction of tetrazolium salt 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) by mitochondrial de-
hydrogenases of living cells to formazane crystals insoluble in water. The IC50 values 
of the cytotoxic effect, which are concentrations of a compound leading to the death 
of 50 % of cells in a sample, were determined as indicators of effectiveness.
Result. The cytotoxicity of a new benzimidazole derivative, 7-bromo-8-chloro-3,4-di-
hydro-1H-[1,4]oxazino[4,3-a]benzimidazole-6,9-dione, was demonstrated against two 
tumor cell lines: lung adenocarcinoma (A549) and breast adenocarcinoma (MCF-7). 
In turn, for normal human embryonic kidney cells (Hek-293), this compound was ap-
proximately 2.5 times less toxic.
Conclusions. The results indicate that fused benzimidazole derivatives with a nodal 
nitrogen atom are a promising class of compounds for the development of new antitu-
mor agents with selective toxicity.

Key words: fused benzimidazole dione, 7-bromo-8-chloro-3,4-dihydro-1H-[1,4]ox-
azino[4,3-a]benzimidazole-6,9-dione, cytotoxicity, proliferative activity of tumor cell 
lines, lung adenocarcinoma (A549), breast adenocarcinoma (MCF-7), human neuro-
blastoma (SH-SY5Y), human embryonic kidney cells (Hek-293)
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ВВЕДЕНИЕ

В современной медицине существует много ва-
риантов лечения различных онкологических забо-
леваний в зависимости от стадий злокачественного 
процесса. Важнейшее значение среди них, несмотря 
на имеющиеся недостатки, имеет химиотерапия [1-3].

Главное преимущество данного вида лечения — 
доступность и высокая эффективность, обусловленная 
большим выбором лекарственных препаратов, приме-
нение которых дает возможность не только вылечить 
онкологическое заболевание, но и осуществлять его 
контроль, не давая раковым клеткам распространять-
ся в организме, образовывая метастазы. Химиотерапия 
основана на применении специальных медикаментов 
– цитостатиков, способных воздействовать на опухоле-
вые клетки и препятствовать их росту и размножению. 
Обычно она используется в комплексе с хирургическим 
вмешательством и/или лучевой терапией, но может 
применяться и как отдельный метод лечения онколо-
гических заболеваний. Для многих пациентов химиоте-
рапия становится ключевым этапом в борьбе с раком, 
помогая им повысить шансы на выздоровление.

На сегодняшний день не существует альтерна-
тивы химиотерапии при лечении многих видов зло-
качественных опухолей [4]. Например, при большой 
распространённости опухолевого процесса (невоз-
можности его купировать хирургическим путем или 
лучевой терапией), системном характере опухолево-
го процесса (при гемобластозах), высокой вероятно-
сти метастазирования. Химиотерапевтические аген-
ты играют важную роль на протяжении последних 
нескольких десятилетий и остаются выбором номер 
один для лечения злокачественных новообразований 
на поздних стадиях, когда хирургическое вмешатель-
ство и/или лучевая терапия не могут быть назначены 
по определенным причинам [5-7].

Перспективным классом соединений, которые уже 
применяются в качестве противоопухолевых препа-
ратов или находятся на стадии разработки, являются 
азагетероциклические хиноны, например, митомицин 
С (конденсированное полифункцинальное производ-
ное индолдиона А) [8] и его бензимидазольные анало-
ги (B) [9-12] (рис. 1).

Отмечается, что конденсированные алицикличе-
ские бензимидазолдионы (рис.  1B) обладают более 
выраженным цитотоксическим действием по срав-
нению с коммерческим препаратом митомицином 
С (ММС) [13].

Ранее нами был осуществлен синтез двух новых ве-
ществ подобного строения 7,8-дигалогенпиридо[1,2-a]
бензимидазол-6,8-диона (C) и 7,8-дигалоген-1,2,3,4-те-
трагидропиридо[1,2-a]бензимидазол-6,8-диона (D) 
(рис.  1), а также изучена их цитотоксичность в отно-
шении нескольких клеточных линий опухолевого 
и нормального происхождения [14]. Данные веще-
ства оказывали высокое цитотоксическое действие 
на все исследуемые линии клеток. Цитотоксический 
эффект синтезированных веществ был сравним или 
в несколько раз превышал таковой у коммерческих 
противоопухолевых препаратов Тамоксифен и Мито-
мицин С. Соединение D с предельным гетероциклом 
было более токсично по отношению к раковым и ме-
нее токсично в отношении нормальных линий клеток 
по сравнению с непредельным аналогом С.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Продолжение ранее проведенных работ по поиску 
новых цитотоксических агентов из ряда конденсиро-
ванных бензимидазолдионов с узловым атомом азота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования: 7-бром-8-хлор-3,4-дигидро-
1H-[1,4]оксазино[4,3-a]бензимидазол-6,9-дион.

Синтез данного соединения состоял из нескольких 
стадий (рис. 2).

РИС. 1. 
Структуры митомицина С (A) и конденсированных бензи-
мидазолдионов (B-D), обладающих противоопухолевой ак-
тивностью

FIG. 1. 
Structures of mitomycin C (A) and condensed benzimidazole diones 
(B-D) with antitumor activity
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Первоначально осуществляли формирование ге-
тероциклического ядра – 8-хлор-3,4-дигидро-1H-[1,4]
оксазино[4,3-a]бензимидазола (2) – в ходе реакции 
восстановительной внутримолекулярной циклизации 
4-(2-нитро-4-хлорфенил)морфолина (1) хлоридом оло-
ва (II). Данный метод находит широкое применение при 
синтезе подобных структур, так как является наиболее 
эффективным [15, 16]. Дальнейшую функционализа-
цию полученного конденсированного гетероцикла 
2 проводили в ходе реакций бромирования N-бром-
сукцинимидом в концентрированной серной кислоте, 
нитрованием дигалогенпроизводного 3 смесью нитрат 
калия – концентрированная серная кислота и восста-
новлением полученного 8-бром-6-нитро-7-хлорпи-
ридо[1,2-a]бензимидазола (4) хлоридом титана (III) 
в кислой водно-спиртовой среде. Для окисления бен-
зольного кольца в соединении 5 использовали смесь 
нитрата калия и концентрированной серной кислоты.

Структура всех промежуточных соединений 2-5 
и конечного бензимидазолдиона Е была доказана с по-
мощью комплекса методов физико-химического анали-
за: ИК- и ЯМР спектроскопии, а также масс-спектроме-
трии высокого разрешения. На рис. 3 и 4 представлены 
1Н и 13С ЯМР спектры гетероциклического хинона Е. 
Отнесение сигналов протонов сделано на основании 
данных 1Н-1Н NOESY ЯМР спектроскопии.

В 1Н ЯМР спектре (рис. 3) в области 4–5 м.д. фиксиро-
вались три сигнала двойной интенсивности от 6 алифа-
тических протонов H1,1, H3,3 и Н4,4 трех метиленовых групп 
морфолинового цикла и отсутствовали сигналы прото-
нов аминогруппы при 5–6 м.д. и ароматических прото-
нов при 6–9 м.д. Это означало, что окисление бензоль-
ного кольца в соединении 5, содержащего аминогруппу, 
до бензохиновового прошло успешно и полученный 
бензимидазолдион не содержал посторонних приме-
сей. Материальный баланс по протонам соблюдался.

О наличии С=О группы в соединении Е свидетель-
ствовали данные ИК-спектроскопии. В ИК-спектре дан-
ного вещества появлялась характерная для карбониль-
ной группы 1,4-бензохинонов [17] полоса поглощения 
1667 cм-1, отсутствующая в спектре аминосоединения 5.

Материальный баланс по атомам углерода также 
соблюдался. В 13С ЯМР спектре (рис. 4) фиксировались 

7 сигналов от ароматических атомов углерода С5а, С6, 
С7, С8, С9, С9а и С10а при 130-174 м.д., а также 3 сигнала 
от атомов углерода С1, С3 и С4 алкильных групп в обла-
сти 44–70 м.д.
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РИС. 2. 
Схема синтеза 7-бром-8-хлор-3,4-дигидро-1H-[1,4]оксази-
но[4,3-a]бензимидазол-6,9-диона (Е)

FIG. 2. 
Scheme for the synthesis of 7-bromo-8-chloro-3,4-dihydro-1H-[1,4]
oxazino[4,3-a]benzimidazole-6,9-dione (Е)

РИС. 3. 
1H ЯМР спектр 7-бром-8-хлор-3,4-дигидро-1H-[1,4]оксази-
но[4,3-a]бензимидазол-6,9-диона (Е) (DMSO-d6)
FIG. 3. 
1Н NMR spectra of 7-bromo-8-chloro-3,4-dihydro-1H-[1,4]
oxazino[4,3-a]benzimidazole-6,9-dione (Е) (DMSO-d6)

РИС. 4. 
13С ЯМР спектр 7-бром-8-хлор-3,4-дигидро-1H-[1,4]оксази-
но[4,3-a]бензимидазол-6,9-диона (Е) (DMSO-d6)
FIG. 4. 
13С NMR spectra of 7-bromo-8-chloro-3,4-dihydro-1H-[1,4]
oxazino[4,3-a]benzimidazole-6,9-dione (Е) (DMSO-d6)
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С помощью масс-спектрометрии высокого разре-
шения была определена молекулярная масса веще-
ства  Е. Значение m/z [M+Н]+ составило 318.5311  Да, 
что согласовывалось с брутто-формулой синтезиро-
ванного соединения C10H6BrClN2O3.

Клеточные линии и условия культивирования
Клетки аденокарциномы легкого человека A549, 

карциномы молочной железы MCF-7, нейробластомы 
человека SH-SY5Y и нормальные клетки из эмбриональ-
ной почки человека Hek-293, были получены из коллек-
ции Института цитологии Российской академии наук, 
Санкт-Петербург, Россия. Культивирование клеток осу-
ществляли в полной питательной среде DMEM, содержа-
щей глутамакс, с добавлением 10 % фетальной бычьей 
сыворотки и 1 % пенициллина-стрептомицина. Инкуба-
ция клеток проводилась в CO2-инкубаторе (Binder CB150, 
США) с не плотно закрытыми крышками при температу-
ре 37 °С, концентрации СО2 5 % и относительной влажно-
стью 98 % для роста и пролиферации клеток.

Оценка цитотоксичности
Для определения цитотоксического действия 

синтезированных молекул был использован МТТ-
тест [18]. В основе данного метода лежит реакция 
восстановления соли тетразолия (3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид) митохон-
дриальными дегидрогеназами живых клеток до нера-
створимых в воде кристаллов формазана.

Клетки, находящиеся в фазе экспоненциального 
роста, были высеяны в 96-луночные культуральные 
планшеты (10.000 клеток/200 мкл на лунку). Спустя 24 
часа вносили растворённые в ДМСО исследуемые со-
единения (в диапазоне концентраций 0.01 до 100 мкм) 
в объёме 2  мкл в трех повторностях. К клеткам кон-
трольной группы добавляли 1 % ДМСО.

По истечении 24 часов или 72 часов инкубации 
с веществами в каждую лунку добавляли раствор MTT 
в концентрации 5 мг/мл и инкубировали при 37°C в те-
чение 2 часов. Затем аккуратно удаляли МТТ-реагент 
и вносили по 200 мкл ДМСО для растворения образо-
вавшихся кристаллов формазана. Значения оптической 
плотности регистрировали при длине волны 540 нм.

В качестве показателей эффективности были опре-
делены величины IC50 цитотоксического эффекта, пред-
ставляющие собой концентрации соединения, приво-
дящие к гибели 50 % клеток в пробе.

Статистическая обработка
Статистическую обработку проводили методами 

описательной и математической статистики с приме-
нением пакета прикладных программ Statistica 10.0 
(StatSoftInc., USA) и GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 
Software, США). Количественные данные представле-
ны в виде среднего значения (Mean) и стандартного 
отклонения (SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследований использовали новый кон-
денсированный бензимидазолдион E, содержащий 

в качестве заместителей два атома галогена. Полига-
логенпроизводные гетероциклических хинонов могут 
представлять особый интерес, поскольку присутствие 
атомов галогенов способствует значительному повы-
шению биологической активности [19]. Отличие в стро-
ении данного соединения от ранее изученного бензи-
мидазолдиона D (табл.  1) заключалось в наличии еще 
одного гетероатома (атома кислорода) в аннелирован-
ном к имидазолу гетероцикле.

При оценке цитотоксического профиля нового 
бензимидазолдиона (табл. 1, соед. E) в отношении кле-
ток опухолевого происхождения – аденокарциномы 
легкого (A549), аденокарциномы молочной железы 
(MCF-7), нейробластомы человека (SH-SY5Y) и нор-
мального происхождения – клеток эмбриональной 
почки человека (Hek-293) было выявлено, что данное 
соединение обладало выраженной цитотоксичностью 
в отношении клеточных культур именно опухолево-
го происхождения (табл. 1). Для сравнения в таблице 
приводятся данные по цитотоксичности ранее полу-
ченных структур С и D схожего строения.

Сравнивая активность нового гетероциклического 
хинона Е с цитотоксичностью коммерческого проти-
воопухолевого препарата Митомицина С можно от-
метить, что данное вещество было более эффективно, 
чем референсная молекула в отношении линий клеток 
A549 и MCF-7. В тоже время Митомицин С был более 
цитотоксичен в отношении SH-SY5Y. Следует отметить, 
у данного соединения также сохранилась способность 
оказывать менее выраженное токсическое действие 
в отношении клеток нормального происхождения ана-
логично ранее синтезированным бензимидазолдионам 
С и D, содержащим пиридиновый или пиперидиновый 
цикл, соответственно. При этом значения IC50 для син-
тезированного бензохинона Е было значительно выше, 
чем у ранее полученных соединений. Это, очевидно, 
указывает на перспективность конденсированных про-
изводных бензимидазолдиона в качестве цитотоксиче-
ских молекул с избирательным типом действия именно 
в отношении клеток опухолевого происхождения.

Дополнительно, с целью выявления возможных 
антипролиферативных свойств нового гетероцикличе-
ского хинона E, нами были проведены исследования, 
нацеленные на определение значений IC50 при различ-
ных временных точках экспозиции данного соедине-
ния с клетками опухолевого происхождения. В част-
ности, мы увеличили время воздействия соединения 
с 24 часов до продолжительной экспозиции в течение 
72 часов, что соответствует времени протекания не-
скольких клеточных циклов.

Оказалось, что спустя 72 часа инкубации клет-
ки опухолевого происхождения демонстрирова-
ли 50%-ю гибель при более низких концентрациях 
бензимидазолдиона Е (значение IC50 для клеточной 
линии А549 составило 6.34  ±  0.43 мкМ, для МСF-7 – 
6.70  ±  0.06 мкМ и 5.98  ±  0.24 для SH-SY5Y) по срав-
нению с более коротким 24-х часовым временным 
интервалом. Так, в случае клеточной линии адено-
карциномы лёгкого значение IC50 при 72-часовой 



1717

ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2025, Том 10, №6

Дискуссионные статьи, лекции, новые тренды медицинской науки Discussion papers, lectures, new trends in medical science

инкубации клеток с бензохиноном  E было снижено 
почти в 2 раза по сравнению с 24-х часовой обработ-
кой клеток веществом.

Таким образом, полученные результаты позволяют 
заключить, что новый бензимидазолдион E обладает 
способностью не только вызывать острое цитотокси-
ческое действие, приводящее к быстрой гибели опу-
холевых клеток, но и эффективно подавлять их проли-
феративный потенциал. Это указывает на перспективы 
использования данного соединения в качестве основы 
для создания терапевтических агентов, способных ока-
зывать влияние на пролиферативный потенциал опу-
холевых клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Новое конденсированное производное бензими-
дазолдиона – 7-бром-8-хлор-3,4-дигидро-1H-[1,4]окса-
зино[4,3-a]бензимидазол-6,9-дион (E) обладал более 
сильной цитотоксичностью по сравнению с коммерче-
ским противоопухолевым препаратом митомицином 
С в отношении клеточных линий опухолевого проис-
хождения – аденокарциномы легкого (A549) и адено-
карциномы молочной железы (MCF-7). При этом данное 
соединение было значительно менее токсично для кле-
ток нормального происхождения. Эти данные, а также 

ранее полученные результаты по изучению цитотокси-
ческого профиля соединений схожего строения, сви-
детельствуют о перспективности поиска селективных 
цитотоксических агентов среди конденсированных 
производных бензимидазолдиона для разработки но-
вых химиотерапевтических препаратов.
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ТАБЛИЦА 1

ЗНАЧЕНИЯ IC50 (МКМ) ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО 
ЭФФЕКТА СОЕДИНЕНИЙ РЯДА 
БЕНЗИМИДАЗОЛДИОНА

TABLE 1

IC50 VALUES (μM) OF THE CYTOTOXIC EFFECT 
OF BENZIMIDAZOLEDIONE SERIES COMPOUNDS

№ Соединение А549 МСF-7 SH-SY5Y Hek-293

1 N

N

O

O

O

Br

Cl

N

N

O

O

Br

Cl

N

N

O

O

Br

Cl

(E)

11,86 ± 0,19 8,90 ± 0,19 10,75 ± 0,93 25,38 ± 0,02

2

N

N

O

O

O

Br

Cl

N

N

O

O

Br

Cl

N

N

O

O

Br

Cl

(C)

12,38 ± 0,21 9,02 ± 0,17 9,76 ± 0,47 16,78 ± 0,39

3

N

N

O

O

O

Br

Cl

N

N

O

O

Br

Cl

N

N

O

O

Br

Cl

(D)

7,81 ± 0,64 8,35 ± 0,32 9,49 ± 0,80 16,01 ± 0,18

4 Митомицин С 18,09 ± 1,80 20,37 ± 1,74 7,04 ± 0,02 6,59 ± 1,46
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за возможность использования приборной базы 
для выполнения работ в рамках данного исследования.
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