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АНОТАЦІЯ 

Тарнавський С.С. Синтез та вивчення протипухлинної активності 

похідних 2,5-дигідропірол-2,5-діону та 1,2-дигідропірол-3-ону. ‒ 

Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису. 

 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 02.00.10 «Біоорганічна хімія». ‒ Інститут 

біоорганічної хімії та нафтохімії ім. В. П. Кухаря Національної Академії наук 

України, Київ, 2019. 

 

Дисертаційна робота присвячена пошуку нових похідних 2,5-

дигідропірол-2,5-діону та 1,2-дигідропірол-3-ону з протипухлинними 

властивостями, з використанням методів органічного синтезу, комп’ютерного 

моделювання, тестування на інгібувальну ативність по відношенню до 

протеїнкіназ та тестування на клітинних лініях раку людини. 

Запропоновано одностадійний («одноколбовий») препаративний метод 

синтезу 3-сульфaнільних похідних N-бензил-4-феніламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-

піролдіону. Показано, що цей метод збільшує на 10-25% загальний вихід 

продукту та значно зменшує загальний час процесу, порівняно зі стандартним 

двостадійним синтезом. 

Розроблено новий метод синтезу класу 3-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-

піролдіонів, які утворюються внаслідок дії двократного надлишку тіофенолу на 

3-арилсульфaнільні похідні 4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону. 

Синтезовано та підтверджено структури 96 нових похідних 4-ариламіно-

2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону методами фізико-хімічного аналізу. Три сполуки 

пригнічували ріст клітин на клітинних лініях раку нирок, легенів, яєчників, 

грудей, лейкемії з GІ50  в межах 0,01–2 мкМ. Вони є перспективними для 
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подальшої оптимізації їхньої структури з метою розробки нових 

протипухлинних препаратів. 

Знайдено та охарактеризовано новий клас інгібіторів протеїнкінази 

FGFR1 серед похідних 5-аміно-1-арил-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1,2-

дигідропірол-3-ону. Синтезовано та підтверджено структури 29 сполук цього 

класу методами фізико-хімічного аналізу. П’ять сполук інгібували 

протеїнкіназу FGFR1 зі значення ІС50 в межах 0,32–1,85 мкМ. Встановлено, що 

чотири інгібітори цього класу мають протипухлинну активність стосовно 

клітинної лінії гострої мієлоїдної лейкемії людини KG1 з IC50 в межах 2–9,3 

мкM та не є токсичними щодо умовно нормальної клітинної лінії НЕК293. Ці 

сполуки пропонуються для використання у наукових дослідженнях з метою 

вивчення структури й особливостей функціонування FGFR1. 

Наукова новизна одержаних результатів. У результаті виконання 

дисертаційної роботи синтезовано й досліджено фізико-хімічні властивості 

нових похідних 4-ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-діону та 5-аміно-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону. 

Уперше запропоновано ефективний та зручний одностадійний (one-pot) 

метод синтезу нових похідних 3-арилсульфаніл-4-ариламіно-2,5-дигідропірол-

2,5-діону. 

Уперше запропоновано метод синтезу сполук класу 3-ариламіно-2,5-

дигідропірол-2,5-діону шляхом відновлення похідних 3-арилсульфаніл-4-

ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-діону під дією надлишку тіофенолів. 

Уперше знайдено нові інгібітори росту пухлинних клітинних ліній 

людини серед похідних 4-ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-діону з GI50 в 

інтервалі від 0,01 до 2 мкМ (рак нирок, легенів, яєчників, грудей, лейкемія) та 

нові інгібітори росту пухлинної клітинної лінії KG1 серед похідних 5-аміно-4-

(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону з IС50 в інтервалі від 2 до 

9,3 мкМ. 
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Уперше знайдено селективні інгібітори протеїнкінази FGFR1 серед 

похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону зі 

значеннями IC50  0,32 і 0,63 мкМ. 

Практичне значення одержаних результатів. Одностадійний 

препаративний метод синтезу похідних 3-арилсульфаніл-4-ариламіно-2,5-

дигідропірол-2,5-діону може бути використано для широкого спектру 

комбінаторного синтезу цих сполук. 

Знайдені серед нових похідних 2,5-дигідропірол-2,5-діону та 1,2-

дигідропірол-3-ону сполуки з антипроліферативною активністю – 3.69 (GI50 = 

0,26 мкМ), 3.72 (GI50 = 0,55 мкМ), 3.74 (GI50 = 0,01 мкМ), 4.18 (IС50 = 2,0 мкМ), 

4.17 ((IС50 = 9,0 мкМ), 4.29 (IС50 = 5,6 мкМ), 4.30 (IС50 = 9,3 мкМ) є 

перспективними для розробки на основі них нових протипухлинних препаратів. 

Розроблені інгібітори протеїнкінази FGFR1, зокрема сполуки 4.29 (IC50 = 

0,63 мкМ), 4.30 (IC50 = 0,32 мкМ) пропонуються для використання у наукових 

дослідженнях з метою вивчення структури й особливостей функціонування 

FGFR1. 

 

Ключові слова: 2,5-дигідропірол-2,5-діон, малеїмід, 1,2-дигідропірол-3-

он, протипухлинна активність, протеїнкіназа FGFR1, інгібітор, селективність, 

QSAR, хімічна оптимізація, молекулярний докінг. 
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ANNOTATION 

Tarnavskiy S. S. Synthesis and study of antitumor activity of derivatives 2,5-

dihydropyrrol-2,5-dione and 1,2-dihydropyrrol-3-one. ‒ Qualification scientific work 

as a manuscript. 

 

The thesis for Candidate’s degree of chemical sciences (Doctor of Philosophy) 

in specialty 02.00.10 "Bioorganic Chemistry". ‒ V.P. Kukhar Institute of Bioorganic 

Chemistry and Petrochemistry of the National Academy of Sciences of Ukraine, 

Kyiv, 2019. 

 

The thesis is devoted to the search of new derivatives of 2,5-dihydropyrrol-2,5-

dione and 1,2-dihydropyrrol-3-one with antitumor properties, using the methods of 

organic synthesis, computer modeling and biochemical testing including 
32

P 

radioactive kinase assay and in vitro analysis of antitumor activity on human cancer 

cell lines. 

A one-step preparative method for the synthesis of 3-sulfanyl derivatives of N-

benzyl-4-arylamino-2,5-dihydro-1H-2,5-pyrroldione was proposed. It was shown that 

this method increases the total product yield by 10-25% and significantly reduces the 

overall process time, compared to the standard two-step synthesis. 

A new method of 3-arylamino-2,5-dihydro-1H-2,5-pyrroldiones synthesis by 

reacting the 2-fold excess of thiophenol with 3-arylsulfanyl derivatives of 4-

arylamino-2,5-dihydro-1H-2,5-pyrroldiones was developed. 

96 new 4-arylamino-2,5-dihydro-1H-2,5-pyrrolidone derivatives were 

synthesized and their structures were confirmed by physicochemical analysis 

methods. The antitumor activity of these compounds was studied at the National 

Cancer Institute (USA). Three compounds inhibited cell growth in cell lines of 

kidney, lungs, ovaries, breasts cancer and leukemia with GI50 in the range of 0.01–2 

μM. It was shown that the presence of p-fluoro substituent in the N1-benzyl, 2,3-

dichloro- and 3-chloro-4-methyl substituents in the N1-aryl residue of the maleimide 

cycle, m-hydroxy substituent in the aniline residue significantly increases the 
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antitumor activity. These derivatives are promising compounds for further structure 

optimization to develop new anticancer agents. 

A new class of FGFR1 protein kinase inhibitors, namely 5-amino-1-aryl-4-

(1H-benzoimidazol-2-yl)-1,2-dihydropyrrol-3-ones, was identified and characterized. 

29 compounds of this class were synthesized and characterized by physicochemical 

analytical methods. Four compounds inhibited FGFR1 protein kinase with IC50 

values in the range 0.32–1.85 μM. It was shown that the presence of N1-unsubstituted 

fragment of 1H-benzoimidazole and m-hydroxyphenyl or m-chlorophenyl substituent 

at position 1 of 1,2-dihydropyrrol-3-one significantly increases the inhibitory activity 

of compounds toward FGFR1 protein kinase. 

It was found that the above four 5-amino-1-aryl-4-(1H-benzoimidazol-2-yl)-

1,2-dihydropyrrol-3-one derivatives have antitumor activity against acute myeloid 

leukemia cell line KG1 with IC50 values in the range of 2–9.3 μM and they are not 

toxic to the conditionally normal HEK293 cell line. It was shown that the 

introduction of methyl substituent at the position C-6 of benzimidazole increases their 

activity by 1.5–4 times by increasing the molecule's hydrophobicity and its better 

permeability through the cell membrane. These compounds can be used in 

biochemical experiments for the study of FGFR1 role in cellular processes. 

 

Scientific novelty and originality of the results. The physicochemical 

properties of new derivatives of 4-arylamino-2,5-dihydropyrrole-2,5-dione and 5-

amino-4-(1H-benzimidazol-2-yl)-1-aryl-1,2-dihydropyrrol-3-one was studed. 

For the first time, an efficient and convenient one-pot method for the synthesis 

of new 3-arylsulfanyl-4-arylamino-2,5-dihydropyrrole-2,5-dione derivatives has been 

proposed. 

A new method for the synthesis of 3-arylamino-2,5-dihydropyrrole-2,5-dione 

compounds by the reduction of 3-arylsulfanyl-4-arylamino-2,5-dihydropyrrole-2,5-

dione derivatives under the action of an excess of thiophenols was first proposed. 

New inhibitors of human tumor cell line growth were first found among 4-

arylamino-2,5-dihydropyrrole-2,5-dione derivatives with GI50 values in the range of 
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of 0.01–2 μM (kidney, lung, ovarian, breast, leukemia) and new growth inhibitors of 

KG1 tumor cell line among 5-amino-4-(1H-benzimidazol-2-yl)-1-aryl-1,2-

dihydropyrrol-3-one derivatives of GI50 in the range of 2–9 μm. 

Selective FGFR1 protein kinase inhibitors were first found among 5-amino-4- 

(1H-benzimidazol-2-yl)-1-aryl-1,2-dihydropyrrol-3-one derivatives with values of 

IC50 0.32 and 0.63 μM. 

The practical significance of the results. The practical value of the obtained  

results is the synthesis of a new derivatives of 3-arylsulfanyl-4-arylamino-2,5-

dihydropyrrole-2,5-dione and 5-amino-4-(1H-benzimidazol-2-yl)-1-aryl-1,2-

dihydropyrrol-3-one. 

A one-pot preparative method for the synthesis of 3-arylsulfanyl-4-arylamino-

2,5-dihydropyrrole-2,5-dione derivatives can be used for a wide range of 

combinatorial synthesis of these compounds. 

Among the new derivatives of 2,5-dihydropyrrole-2,5-dione and 1,2-

dihydropyrrol-3-one compounds with antiproliferative activity with GI50 values in the 

range of 0.01–9.3 μm was found. Those compounds are promising for development 

based on them, new anticancer drugs. 

The developed new FGFR1 protein kinase inhibitors are proposed for use in 

research to study the structure and features of FGFR1 functioning. 

 

Keywords: 2,5-dihydropyrrol-2,5-dione, maleimide, 1,2-dihydropyrrol-3-one, 

antitumor activity, proteinkinase FGFR1, inhibitors, combinatorial synthesis, 

molecular docking, chemical optimization, QSAR. 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Онкологічні захворювання займають друге місце у 

світі серед причин людської смертності. Щорічно реєструється близько 6 

мільйонів нових випадків захворювання злоякісними пухлинами. На 

сьогоднішній день на ринку доступні кілька десятків препаратів для лікування 

раку і ще декілька знаходяться на різних фазах клінічних випробувань. Але 

враховуючи динаміку виникнення резистентності у різних пухлин до цих 

терапевтичних препаратів та гетерогенність злоякісних утворень, є суттєва 

потреба у розробці нових протипухлинних агентів. 

Одним із основних підходів розробки сполук з протипухлинною 

активністю є хімічна оптимізація вже відомих лікарських засобів. У складі 

багатьох протипухлинних агентів (стауроспорин, ребекаміцин, біс-

індолілмалеїміди та інші) наявні фрагменти дигідропіролонів. Тому синтез та 

вивчення нових похідних цього класу сполук з протипухлинною активністю є 

актуальним завданням біоорганічної хімії. 

Сучасним підходом для розробки ліків є мішень-спрямований 

раціональний дизайн. Однією з валідованих мішеней для розробки 

протипухлинних препаратів є протеїнкіназа рецептору фактору росту 

фібробластів 1 (FGFR1). На сьогодні відомо лише кілька інгібіторів 

протеїнкінази FGFR1 (доватініб, понатініб, регорафеніб, пазопаніб та 

ленватініб), що перебувають на різних стадіях клінічних досліджень, як 

протипухлинні засоби. 

Таким чином, розробка нових інгібіторів протеїнкінази FGFR1 є 

перспективним шляхом пошуку сполук з протипухлинною активністю серед 

похідних дигідропіролонів та є актуальним завданням біоорганічної хімії. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота була виконана в рамках бюджетних тем 

Інститутумолекулярної біології і генетики НАН України (відділ біомедичної 

хімії): «Вивчення протеїнкіназ як молекулярних мішеней для розробки 
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терапевтичних засобів методами комбінаторної хімії та комп’ютерного 

моделювання» (номер держ. реєстрації – 0107U003345, 2008–2012 рр.), 

«Раціональний дизайн інгібіторів протеїнкіназ як попередників лікарських 

засобів» (номер держ. реєстрації 0112U004110, 2013–2017 рр.) 

Мета і завдання дослідження. Метою дисертаційної роботи був синтез 

та пошук нових сполук з протипухлинними властивостями серед похідних 2,5-

дигідропірол-2,5-діону та 1,2-дигідропірол-3-ону. 

Для досягнення цієї мети поставлено та розв'язано такі завдання: 

1. Розробити препаративні методики синтезу похідних 2,5-дигідропірол-2,5-

діону. 

2. Проаналізувати залежність протипухлинної активності синтезованих 

сполук від їхньої хімічної структури. Запропонувати напрямки подальшої 

хімічної оптимізації структури активних сполук на основі аналізу даних 

біологічного тестування. 

3. Синтезувати спрогнозовані структури похідних 2,5-дигідропірол-2,5-

діону та дослідити їх на протипухлинну активність. 

4. Розробити препаративні методики синтезу похідних 1,2-дигідропірол-3-

ону, відібраними методом молекулярного докінгу, як інгібіторів протеїнкінази 

FGFR1. 

5. Проаналізувати залежність інгібувальної активності щодо протеїнкінази 

FGFR1 синтезованих похідних 1,2-дигідропірол-3-ону від їхньої хімічної 

структури. 

6. Співставити інгібувальну активність знайдених інгібіторів FGFR1 з 

їхньою антипроліферативною активністю відносно клітинної лінії гострої 

мієлоїдної лейкемії KG1. 

Об’єкт дослідження: інгібувальна активність органічних сполук 

відносно клітинних ліній різних типів злоякісних пухлин людини. 

Предмет дослідження: органічні сполуки як інгібітори росту ракових 

клітин на основі похідних 2,5-дигідропірол-2,5-діону та 1,2-дигідропірол-3-ону. 
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Методи дослідження: хімічний синтез, фізико-хімічні методи аналізу 

органічних речовин (ЯМР-спектроскопія, хромато-мас-спектрометрія, 

тонкошарова хроматографія), гнучкий молекулярний докінг, біохімічне 

тестування на пухлинних клітинних лініях, біохімічне тестування активності 

протеїнкіназ із використанням радіоактивно міченого 
32

P-АТФ. 

Наукова новизна одержаних результатів. У результаті виконання 

дисертаційної роботи синтезовано й досліджено фізико-хімічні властивості 

нових похідних 4-ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-діону та 5-аміно-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону. 

Вперше запропоновано ефективний та зручний одностадійний метод 

синтезу нових похідних 3-арилсульфаніл-4-ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-

діону. 

Вперше запропоновано метод синтезу сполук класу 3-ариламіно-2,5-

дигідропірол-2,5-діону шляхом відновлення похідних 3-арилсульфаніл-4-

ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-діону під дією надлишку тіофенолів. 

Вперше знайдено нові інгібітори росту пухлинних клітинних ліній 

людини серед похідних 4-ариламіно-2,5-дигідропірол-2,5-діону з GI50 в 

інтервалі від 0,01 до 2 мкМ (рак нирок, легенів, яєчників, грудей, лейкемія) та 

нові інгібітори росту пухлинної клітинної лінії KG1 серед похідних 5-аміно-4-

(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону з GI50 в інтервалі від 2 до 

9 мкМ. 

Вперше знайдено селективні інгібітори протеїнкінази FGFR1 серед 

похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону зі 

значеннями IC50  0,32 і 0,63 мкМ. 

Практичне значення одержаних результатів. Одностадійний 

препаративний метод синтезу похідних 3-арилсульфаніл-4-ариламіно-2,5-

дигідропірол-2,5-діону може бути використано для широкого спектру 

комбінаторного синтезу цього класу сполук. 

Знайдені серед нових похідних 2,5-дигідропірол-2,5-діону та 1,2-

дигідропірол-3-ону сполуки з антипроліферативною активністю – 2.8 (GI50 = 
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0,26 мкМ), 2.11 (GI50 = 0,55 мкМ), 3.1 (GI50 = 0,01 мкМ), 5.8 (IС50 = 2 мкМ), 4.17 

((IС50 = 9 мкМ), 5.14 (IС50 = 5,6 мкМ), 5.15 ((IС50 = 9,3 мкМ) є перспективними 

для розробки на основі них нових протипухлинних препаратів.  

Розроблені інгібітори протеїнкінази FGFR1, зокрема сполуки 5.14 (IC50 = 

0,63 мкМ), 5.15 (IC50 = 0,32 мкМ) пропонуються для використання у наукових 

дослідженнях з метою вивчення структури й особливостей функціонування 

протеїнкінази FGFR1.  

Особистий внесок здобувача. Автором проведено аналіз наукової 

літератури, обрані загальні методики та основні методи дослідження. У процесі 

виконання дисертаційної роботи автором власноруч проведено синтез більше 

150 органічних сполук. Особисто проведено аналіз спектральних досліджень і 

встановлено структури синтезованих сполук. Розроблено ефективний 

одностадійний метод синтезу нових похідних 3-арилсульфаніл-4-ариламіно-2,5-

дигідропірол-2,5-діону та метод синтезу 4-незаміщених похідних 3-ариламіно-

2,5-дигідропірол-2,5-діону. Проаналізовано залежність протипухлинної 

активності сполук від їхньої хімічної структури та запропоновано напрямки 

хімічної оптимізації структур найактивніших сполук. 

Тестування на пухлинних клітинних лініях людини проведено у 

співробітництві з Національним Інститутом Раку (National Cancer Institute), 

США та у компанії Унібіоскрин (Unibioscreen S.A.), Бельгія. Тестування на 

клітинній лінії KG1 гострої мієлоїдної лейкемії проводено к.б.н. Т.О. Рубан у 

відділі генетики людини ІМБіГ НАНУ. Молекулярний докінг, аналіз 

молекулярних комплексів інгібіторів із протеїнкіназою FGFR1 та біологічне 

тестування на ферменті проведено спільно з м.н.с. А.А. Грищенком. 

Постановку наукових завдань дослідження і подальшу інтерпретацію 

отриманих результатів здійснено спільно з науковим керівником д.х.н., 

професором С. М. Ярмолюком та к.х.н. В.Г. Бджолою. 

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи 

доповідалися на: Міжнародних конференціях з хімії азотовмісних гетероциклів 

«CNH-2000» і «CNCH-2003» (Харків, 2000, 2003), ХХ Українській конференції 
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з органічної хімії (Одеса, 2004), XXХІ Науковій конференції з біоорганічної 

хімії та нафтохімії Інституту біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України 

(Київ, 2016), XІV Всеукраїнській конференції молодих вчених та студентів з 

актуальних питань сучасної хімії (Дніпропетровськ, 2016). 

Публікації. За матеріалами роботи опубліковано 15 праць, з них 8 статей 

у провідних фахових журналах, 1 патент на винахід і 6 тез наукових доповідей 

на конференціях. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, результатів 

дослідження, які викладено у двох розділах, аналізу й узагальнення результатів 

роботи, висновків та списку використаних джерел, який нараховує 132 

найменування. 

Дисертація містить 17 таблиць, 8 схем, 18 рисунків. Загальний обсяг 

дисертації становить 134 сторінки машинопису. 
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РОЗДІЛ 1 

ПРОТИПУХЛИННА АКТИВНІСТЬ ПОХІДНИХ 2,5-ДИГІДРОПІРОЛ-2,5-

ДІОНУ ТА 1,2-ДИГІДРОПІРОЛ-3-ОНУ 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Похідні малеїміду (2,5-дигідропірол-2,5-діону) як потенційні 

протипухлинні препарати 

 

1.1.1. Похідні малеїміду як інгібітори топоізомерази ІІ 

 

Онкологічні захворювання займають друге місце серед причин людської 

смертності у світі після захворювань серцево-судинної системи. А пошук нових 

протипухлинних агентів є надзвичайно актуальним питанням сучасної науки та 

медицини. Відомо, що велика кількість сполук як природного, так і 

синтетичного походження, які містять фрагмент малеїміду (2,5-дигідропірол-

2,5-діону) мають хорошу протипухлинну активність [1-8]. Однак, механізм дії 

малеїмідних похідних до кінця залишається не з’ясованим.  

На сьогодні відома величезна кількість молекулярних мішеней у 

хіміотерапії пухлин. Зокрема, топоізомерази – це клас ензимів, що впливають 

на топологію ДНК. Вони здатні релаксувати надспіралізовані молекули ДНК 

шляхом внесення одно- або дволанцюгових розривів із наступним 

відновленням (лігуванням). Топоізомерази ІІ здійснюють АТФ-залежне 

розщеплення обох ланцюгів ДНК. Ці ензими є важливою мішенню для 

антинеопластичних агентів, що можуть інтерферувати з одним або декількома 

етапами каталітичного циклу ензиму. Низькомолекулярні сполуки такі як 

малеїмід, N-метилмалеїмід та N-етилмалеїмід (рис. 1.1, а, в, г), були 

ідентифіковані як каталітичні інгібітори очищеної топоізомерази ІІ α людини. 

Сукцинімід, що є насиченим аналогом малеїміду (рис. 1.1, г), не інгібує 

каталітичної активності топоізомерази ІІ. Таким чином, є підстави 
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стверджувати, що алкілування протеїнів відіграє важливу роль в ефекті 

тіолових сполук, реакційноздатних щодо топоізомерази ІІ [9]. 
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Рис. 1.1. Хімічні структури малеїміду (а), сукциніміду (б), N-

метилмалеїміду (в) та N-етилмалеїміду (г) 

 

Іншими авторами було показано, що N-етилмалеїмід та більш ліпофільні 

аналоги здатні інгібувати моноацилгліцерол ліпазу [10, 11], що є ключовим 

ензимом для деградації естерів канабіноїдів [12]. Функціонування 

ендоканабіноїдної системи пов’язане з ростом та проліферацією клітин [13-16]. 

Автори Matuszak з колегами дослідили можливість одночасного 

інгібування двох ензимів, що контролюють ріст клітин – топоізомерази ІІ та 

моноацилгліцерол ліпази, за допомогою похідних малеїміду (табл. 1). 

Похідні малеїміду інгібують моноацилгліцерол ліпазу шляхом 

ковалентного зв’язування з цистеїновими залишками, що знаходяться поблизу 

активного сайту і, таким чином, знижують кількість субстрату, що 

гідролізується ензимом [10, 11]. 
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Таблиця 1.1 

Інгібувальна активність похідних малеїміду по відношенню до 

топоізомерази ІІ та моноацилгліцерол ліпази  

 

N

O

O

R

 

Сполука R Інгібування 

топоізомерази 

ІІ (% при 20 

мкМ) 

Інгібування 

моноацилгліцерол 

ліпази (ІС50, мк) 

1 

 

64,8% 15,9±2,9 

2 

 

74,4% 14,1±4,1 

3 

 

100% 3,8±0,56 

4 
O

 

27% 5,37±1,24 

5 

 

26,1% 0,73±0,25 

6 

 

71,2% 1,9±0,21 
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Продовження табл. 1.1 

7 

Cl  

63,1% 4,71±0,76 

8 Cl

Cl  

30,6% 2,83±0,53 

9 Cl

Cl  

37,1% 5,00±0,42 

 

 Як видно з таблиці 1.1, сполука 5, що імітує арахідоновий ланцюг 2-

арахідоноїлгліцеролу, має найкращу активність стосовно моноацилгліцерол 

ліпази, але погану активність щодо топоізомерази ІІ. Тоді як сполука 2, навпаки 

проявляє кращу активність по відношенню до топоізомерази ІІ і погану щодо 

моноацилгліцерол ліпази. Сполука 6 демонструє хорошу активність по 

відношенню до обох мішеней. Автори також показали, що заміщення N-

фенілмалеїміду на N-фенілсукцинімід призводить до повної втрати активності. 

Вірогідно, мішенню для малеїмідних похідних є амінокислотні залишки 

цистеїну або серину [17]. 

 Інгібітори з одночасною дією на топоізомеразу та моноацилгліцерол 

ліпазу можуть бути стартовою точкою для розробки більш ефективних 

протипухлинних препаратів.  
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1.1.2. Протеїнкінази як мішень дії похідних малеїміду із 

антипроліферативними властивостями 

 

Інгібування тирозинкіназ, залучених до розвитку процесів онкогенезу та 

ангіогенезу, є перспективним підходом для лікування раку [18]. Пригнічення 

VEGFR1-3  (Vascular endothelial growth factor receptor 1-3) та їх лігандів різними 

хімічними класами інгібіторів є інтегральною частиною клінічного 

інструментарію в боротьбі з раком [19]. VEGFs індукують ангіогенез шляхом 

зв’язування з відповідними рецепторами VEGFR1-3. Внутрішньоклітинні 

сигнальні процеси, що запускаються в результаті активації VEGFR1-3 

призводять до проліферації ендотеліальних клітин, їх міграції та формування 

нових судин [20]. 

Нещодавно, був розроблений та охарактеризований новий клас 

селективних інгібіторів VEGFR-2/3 [21-23] на основі похідних індоліл- та 

азаіндоліл-арил-малеїмідів, що мають назву могунтінони, які були синтетично 

створені з урахуванням структурних особливостей трьох природніх сполук – 

комбретастатину, ребеккаміцину та стауроспорину (рис. 1.2). 
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Рис. 1.2 Хімічні структури комбретастатину (а), ребеккаміцину (б) та 

стауроспорину (в) 
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Вони продемонстрували інгібувальні властивості по відношенню до 

протеїнкіназ VEGFR-2/3, PDGFRβ (Platelet-derived growth factor receptor beta), 

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3)та GSK3β (Glycogen synthase kinase 3beta), а 

також антиангіогенну та антипроліферативну активність. Крім того, було 

виявлено, що могунтінони індукують апоптоз у клітинній лінії FLT3-ITD-

залежної гострої мієлобластичної лейкемії та бластах пацієнтів у низьких 

мікромолярних концентраціях [24]. 

Два могунтінони (MOG-13 і MOG-19) (рис. 1.3) були досліджені in vitro 

та in vivo на різних клітинних лініях раку товстого кишечника (НТ-29, HCT-116, 

Caco-2, і SW480) та умовно нормальних клітинних лініях товстого кишечника 

(CCD-18Co, FHC іHCoEpiC). Могунтінони ефективно інгібували деякі 

протеїнкінази, асоційовані з ростом пухлин та метастазуванням. Зокрема, 

досліджувані сполуки пригнічували специфічні сигнальні шляхи, такі як 

GSK3βі mTOR (mammalian target of rapamycin), зі значеннями ІС50 в 

наномолярному діапазоні. Оскільки самі могунтінони індукували апоптоз лише 

в концентраціях >10 ммоль/л, то комбінація MOG-19 з інгібіторами 

топоізомерази І мала синергічний ефект на індукцію апоптозу при значно 

нижчих концентраціях. 
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Рис. 1.3. Хімічні структури могунтінонів MOG-19 (а) і MOG-13 (б) 
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Згідно з даними in vitro, MOG-19 в комбінації з інгібіторами 

топоізомерази І значним чином зменшував ріст пухлини. Таким чином, 

використання могунтінонів може доповнити та покращити стандартну 

хіміотерапію при колоректальному раку людини [25]. 

Серед молекулярних мішеней у протипухлинній терапії важливе місце 

займає протеїнкіназа С (РКС), оскільки її дисфункція пов’язана з 

неконтрольованою проліферацією. У роботах декількох авторів було показано, 

що бісіндолілмалеїміди (напр., Ro 31-6233) проявляють значні інгібувальні 

властивості по відношенню до РКС [26-28]. Дослідження залежності 

інгібувальної активності від структури бісіндолілмалеїмідів продемонстрували, 

що введення гідрофільних замісників у ці сполуки дозволяє підвищити 

інгібувальну активність по відношенню до РКС [29, 30]. Автори Ye Q. з 

колегами синтезували серію 7-азаіндазоліл-індоліл-малеїмідів із гідрофільним 

ланцюгом в положенні  N
1
 7-азаіндазольного кільця. Для цих сполук 

досліджували антипроліферативну активність на клітинних лініях К562, А549, 

ЕСА-109, КВ та SMMC-7721 (табл. 1.2). 

Як видно з таблиці, низка сполук  (зокрема, 8а-е, 9с, 9е, 14a, 14d) 

проявляла кращу антипроліферативну активність по відношенню до тестованих 

пухлинних ліній, ніж відомий інгібітор РКС–Ro 31-6233. Серед них, сполуки 

8а-е та 14а проявляли кращу антипроліферативну активність, ніж 9а-j. Це дає 

підстави стверджувати, що присутність арильної групи у 1 положенні 2,5-

дигідро-1Н-2,5-піролдіонового кільця є важливою для прояву 

антипроліферативної активності. У випадку замісників фенілу або нафтилу 

(сполуки 8b, 4a) спостерігається покращення активності по відношенню до 

більшості тестованих клітинних ліній у порівнянні зі сполуками 14b-c. 

Введення різних гідрофільних замісників в положення N1 7-азаіндольного 

кільця значним чином впливало на антипроліферативну активність. 

Порівнюючи зі сполукою 7, активність 8а-с (в якості замісника R
1

 були 

диметиламін, піперидини та імідазоліл, відповідно) значно покращувалася, тоді 

як активність 8f і 8g (R
1
 = піроліл та 1Н-1,2,4-триазол-1-іл, відповідно)) 
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знижувалася. Введення 3-(піперидин-1-іл)пропілу в N
1 

положення 7-

азаіндольного кільця призводило до значного зростання антипроліферативної 

активності, як це можна бачити при порівнянні сполук 13а і 14а. Результати 

досліджень показали, що довжина алкільного ланцюга також значним чином 

впливає на антипроліферативну активність. Порівняння активності сполук 8с і 

8е із 8d показало, що сполуки з довшим (3-4 атоми Карбону) алкільним 

ланцюгом були значно активніші, ніж із коротшим. Подібний висновок можна 

зробити при порівнянні сполук 9с-е [31]. 

Таблиця 1.2 

Антипроліферативна дія 7-азаіндазоліл-індоліл-малеїмідів та їх 

інгібувальна активність щодо РКС 

 

N

N

N

N N

OO

R
2

(CH
2
)
n

R
1  

Сполу- 

ка 

R
1
 R

2
 n IC50

b,c
 (мкM) IC50

d
 

(мкM) 

PKC 

K562 A549 ECA-

109 

KB SMMC-

7721 

Ro 31-

6233 

   17,46 56,61 83,55 53,78 >100 0,35 

(0,55
e
) 

7 H Ph 0 3,26 >100 >100 >100 >100 >10 

8a Me2N Ph 3 1,70 13,01 5,84 14,11 31,2 >10 

8b 1-Pipe Ph 3 3,79 20,55 12,31 5,6 3,05 >10 

8c 1-Imid Ph 3 5,51 1,56 1,44 6,8 34,77 >10 
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Продовження табл. 1.2
 

8d 1-Imid Ph 2 26,43 43,06 8,77 >100 >100 >10 

8e 1-Imid Ph 4 5,03 21,65 7,54 47,30 1,76 >10 

8f 1-Pyrr Ph 3 36,56 >100 >100 >100 >100 >10 

8g Tria Ph 3 >100 >100 >100 >100 >100 >10 

9a Me2N H 3 50,4 >100 >100 >100 >100 0,72 

9b 1-Pipe H 3 5,96 >100 42,34 97,98 7,67 0,65 

9c 1-Imid H 3 13,76 >100 >100 >100 >100 0,90 

9d 1-Imid H 2 >100 >100 >100 >100 >100 9,10 

9e 1-Imid H 4 31,75 2,38 23,48 >100 29,16 0,86 

9f 1-Pyrr H 3 21,56 >100 >100 >100 >100 1,10 

9g Tria H 3 >100 >100 >100 >100 >100 2,20 

9h 1-Mor H 3 >100 >100 >100 >100 >100 5,95 

9i MePip H 3 46,73 >100 >100 >100 >100 1,86 

9j OH H 3 85,78 >100 >100 >100 >100 3,15 

10 H H 0 >100 >100 46,11 62,02 >100 >10 

13a H 1-Nap 0 >100 >100 >100 >100 >100 >10 

14a 1-Pipe 1-Nap 3 3,18 2,82 1,83 13,44 0,22 >10 

14b 1-Pipe ClPh 3 1,80 28,68 >100 >100 >100 >10 

14c 1-Pipe 2-Py 3 >100 >100 7,30 >100 >100 >10 

14d 1-Pipe MetPh 3 >100 30,28 3,34 43,95 1,74 >10 

a
Абревіатури для R

1
 та R

2
: Imid, імідазоліл; Pipe, піперидиніл; Pyrr, 

піроліл; Tria, 1H-1,2,4-триазол-1-іл; Mor, морфолініл; MePip, 4-метил-1-

піперазініл; Ph, феніл; Nap, нафтил; ClPh, 4-хлорофеніл; Py, піридил; MetPh, 4-

метоксифеніл. 

в
Значення ІС50 відображають концентрацію, що призводить до зниження 

росту клітин через 48 годин інкубації 

с,d
Значення ІС50 відображаютьсереднє значення трьох незалежних 

експериментів 

е
Літературні значення [28]
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Таким чином, автори Ye Q. з колегами дослідили SAR для серії 7-

азаіндазоліл-індоліл-малеїмідів і встановили структурні особливості, які є 

важливими для прояву антипроліферативної активності. Ці властивості можуть 

бути враховані для подальшої хімічної оптимізації структури речовин з метою 

поліпшення їх протипухлинної активності. 

 Похідні 3-хлоро-4-аміно-1Н-пірол-2,5-діону синтезувалися шляхом 

нуклеофільного заміщення амінами дихлоромалеїмідів (Oda R.) [95]. 

(1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон) [32, 33] (рис. 

1.4) має інгібувальні властивості щодо протеїнкіназ YES (Yamaguchi sarcoma 

viral oncogene homolog 1), Src(h) (Rous sarcoma oncogene cellular homolog), 

ZAP70 (Zeta-chain-associated protein kinase  70), Syk(h)  (Spleen tyrosinekinase), 

PDK1 (3-phosphoinositide-dependent kinase 1) та ін. Ці протеїнкінази відіграють 

важливу роль у проліферації, диференціюванні та функціонуванні нормальних 

клітин, включаючи гемопоетичні клітини [34-36]. Таким чином, інгібування 

цих протеїнкіназ може впливати на утворення клітин крові, їх диференціацію та 

функціонування. Також було показано, що в концентрації 100 мкМ ця сполука 

інгібувала проліферацію пухлинних клітин in vitro (рак грудей, 

недрібноклітинний рак легень та нейробластома) більше, ніж на 68% [37], а 

також пригнічувала ріст пухлинних клітин (аденокарцинома епітеліальних 

клітин легень людини А-549, лінія клітин, що є резистентною до інтерферону 

при концентрації 1,0000 МО/мл – А-549-R, аденокарцинома кишечника – SW-

620). 

N OO

Cl N

F

F
F

Cl

 

Рис. 1.4. Хімічна структура 3-xлоро-1-(4-хлоро-бензил)-4-(3-

трифторометил-феніламіно)-пірол-2,5-діону 
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Таким чином, досліджувана сполука (рис. 1.4) або її аналоги можуть мати 

застосування в клінічній практиці. Потенційно вони можуть бути використані 

при лікуванні онкологічних хвороб, зокрема шлунково-кишкового тракту та у 

випадку пухлин, резистентних до інтерферону [38]. 

 

1.1.3. Протеїн р53 як мішень для розробки хіміотерапевтичних 

препаратів на основі похідних малеїміду 

 

Надзвичайно висока частота мутацій протеїну р53 у різних пухлинах 

людини та зв’язок між мутантним статусом р53 і поганою відповіддю на 

звичайну радіотерапію та хіміотерапію в багатьох клінічних дослідженнях 

акцентували на необхідності розробки нових ефективних підходів для впливу 

на мутантний протеїн р53. Авторами Биковим з колегами [39] був розроблений 

інгібітор MIRA-1 (рис. 1.5) із активними аналогами, здатними впливати на 

мутантний р53. Сполуки MIRA містять малеїмідну групу, що може реагувати з 

тіольною та аміно групами в протеїнах (нуклеофільна атака). Відомо, що 

модифікація цистеїнів або лізинів впливає на конформацію та активність р53. 

Дослідження 23 структурних аналогів MIRA-1 продемонструвало, що лише 

частина малеїмід-вмісних сполук була здатна реактивувати мутантний р53. 

Було показано, що присутність подвійного зв’язка в малеїмідній групі є 

критичною для прояву активності по відношенню до мутантного р53, оскільки 

сполуки, які не мали цей подвійний зв’язок були неактивними на культурах 

клітин.  
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Рис. 1.5. Хімічна структура 1-(пропоксиметил)-малеїміду (MIRA-1)  
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Значення ІС50 для MIRA-1 на клітинній лінії Saos-2 His273 становить 10 

мкМ. MIRA-1 індукує загибель клітин через фрагментацію ДНК та активацію 

каспаз, діючи в основному через р53-залежий сигнальний шлях. MIRA-1 

стимулює  зв’язування деяких, але не всіх мутантних форм p53 із ДНК. 

Зокрема, ця сполука індукує зв’язування ДНК із р53, мутантним за Gln248, у 

клітинній лінії Namalva, але не в BL41. Також було показано, що MIRA-1 не 

впливає на мутантну форму р53 за His273 у клітинній лінії SW80, але індукує 

зв’язування з ДНК у клітинах Saos-2 або SKOV.  Ці дані свідчать про залучення 

різних клітинних факторів на здатність MIRA-1 реактивувати мутантний 

протеїн р53. Для того щоб визначити, чи сполуки MIRA можуть інгібувати ріст 

пухлин in vivo при системному введенні, сполуку MIRA-3 вводили мишам із 

ксенотрансплантантами пухлин людини. Спостерігали значну протипухлинну 

активність MIRA-3 in vivo. Однак, сполука була токсична при вищих дозах, що 

свідчить про вузький терапевтичний потенціал. Таким чином, сполуки 

MIRAможуть слугувати як лідерні молекули для розробки нових 

протипухлинних агентів. Подальша оптимізація сполук цього класу повинна 

бути спрямована на збільшення активності та зниження токсичності. 

Селективний вплив на протеїн р53 низькомолекулярними сполуками, 

подібними до MIRA, може бути ефективним підходом для пухлинної терапії 

[39].  

 

 1.1.4. Малеїмідні інгібітори тіоредоксинредуктази (TrxR) як 

потенційні протипухлинні препарати 

 

TrxR – це ензим, що каталізує НАДФН-залежне відновлення 

тіоредоксину (Trx). Система Trx/TrxR відіграє важливу роль у підтриманні 

клітинного окисно-відновного стану. У багатьох агресивних пухлинах TrxR 

надекспресований, а його інгібування пов’язане із спрацьовуванням анти-

мітохондріальних ефектів та загибеллю клітин [40-43]. За останні декілька 

років зріс інтерес до органотінових комплексів у зв’язку з широким спектром їх 
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біологічних властивостей – протипухлинних, антибактеріальних, 

протигрибкових, протизапальних та антипаразитичних [44-49]. Особлива увага 

приділяється органотіновим карбоксилатам, що володіють цитотоксичними 

властивостями по відношенню до різних пухлинних ліній. Нещодавно було 

синтезовано 9 комплексів із карбоксилатними лігандами, що містять малеїмід 

(рис. 1.6) і досліджено їх інгібувальну активність по відношенню до TrxR та 

антипроліферативні властивості щодо пухлинних клітин.  

Синтезовані сполуки інгібували тіоредоксин редуктазу у мікромолярному 

діапазоні концентрацій та індукували цитотоксичні ефекти у клітинах MCF-7 

(рак молочної залози) та HT-29 (карцинома кишечника). Крім того, дві сполуки 

демонстрували високу активність у вінкристин- та даунорубіцин-резистентних 

клітинах Nalm-6.  
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L1, 4: R1 = малеїмід, R2 = H

5: R1 =  малеїмід-OMe, R2 = H

L2, 6: R1 = H, R2 =  малеїмід

7: R1 = H, R2 =  малеїмід-OMe

L3, 8: R1 = цитраконімід, R2 = H

L4, 9: R1 = H, R2 = цитраконімід 

 

Рис. 1.6. Хімічна структура малеїмідних органотінових комплексів 

 

 Що стосується інгібування TrxR, то було зроблено лише декілька 

висновків щодо залежності активності сполук від їх структури. Порівнюючи 

ізомерні пари (пара-мета) 4/6, 5/7 і 8/9, лише у випадку 4/6 спостерігали явну 

перевагу мета-аналога 6. Розкриття кільця малеїміду мало позитивний ефект у 
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випадку сполуки 5, що була приблизно в три рази активніша за сполуку 4 із 

“закритим” малеїмідним кільцем. Однак, ніякої істотної різниці для 

“розкритого/закритого” малеїмідного кільця не спостерігали у випадку сполук 6 

та 7. Також, введення метильної групи в малеїмідне кільце, що призводить до 

утворення цитраконімідної структури, не дозволило чітко побачити залежності 

структура-активність (відсутній істотний ефект у випадку пари 4/8, але знижена 

активність у випадку пари 6/9) [50]. 

 

 1.1.5. Мікротрубочки як молекулярна мішень дії протипухлинних 

препаратів 

 

Мікротрубочки є компонентами цитоскелету і відіграють важливу роль у 

багатьох клітинних функціях [51]. Вони складаються з α- та β-тубулінових 

гетеродимерів, що характеризуються динамічною асоціацією та дисоціацією. 

Порушення динаміки полімеризації може індукувати зупинку клітинного циклу 

на стадії G2/M та формування ненормальних мітотичних веретен, що в свою 

чергу призводить до смерті клітини. Таким чином, тубулін є привабливою 

молекулярною мішенню для розробки хіміотерапевтичних агентів [52, 53]. 

Мікротрубочко-зв’язувальні агенти можна згрупувати в два основні класи: 

один клас стабілізує тубулінову полімеризацію та збільшує масу мікротрубочок 

у клітинах (таксол та епотілон В); інший клас, навпаки, дестабілізує 

мікротрубочки (колхіцин, комбретастатини). 

 Комбретастатин А-4 (рис. 1.2, а), ізольований із кори Південно-

африканського дерева Combretumcaffrum, зв’язується з тубуліном в 

колхіциновому сайті та інгібує полімеризацію тубуліну [54, 55]. Цей цис-

стіблен демонструє цитотоксичність по відношенню до великої кількості 

пухлинних ліній людини, включаючи пухлинні лінії, що характеризуються 

множинною резистентністю до ліків.  

Зважаючи на високу активність та відносно просту структуру, ця 

природна сполука привернула значну увагу як лідерна молекула для розробки 
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протипухлинних ліків. Протягом багатьох років, було проведено серію 

досліджень по вивченню залежності інгібувальної активності похідних 

комбретастатину від структури. Було виявлено, що цис-орієнтація двох 

ароматичних кілець, присутність 3,4,5-триметокси групи в кільці А, та пара-

метокси групи в кільці В є важливими для цитотоксичної активності [56]. На 

жаль, СА-4 та інші аналоги здатні до ізомеризації в їхні неактивні транс-форми 

при зберіганні та застосуванні. Для подолання цієї проблеми, низка 

конформаційно обмежених цис-аналогів була синтезована шляхом заміни 

гетероциклічним замісником. 

 Малеїновий ангідрид або малеїнові гетероциклічні системи є 

структурною основою багатьох природних та синтетичних сполук [56-58]. 

Наприклад, ребеккаміцин, метаболіт мікроорганізмів, ізольований із культури 

Saccharothrixaerocolonigenes, проявляє антипроліферативні властивості через 

селективне інгібування топоізомерази І [59]. Крім того, новий клас природніх 

сполук, камфоратаангідрид А, камфоратаіміди В і С, що містять малеїновий 

ангідридний або малеїновий карбоциклічний кори, мають значні цитотоксичні 

властивості по відношенню до клітинної лінії карциноми легень Льюіса [60]. У 

2005 році, Dannhardt із колегами виявили, що серія 3,4-діарил малеїмідів як 

інгібіторів ангіогенезу, не були активними при полімеризації тубуліну, за 

винятком однієї сполуки (інгібування полімеризації тубуліну зі значенням ІС50 

= 7,6 мкМ) [61]. Для розширення знань про те, чи малеїновий ангідрид, чи N-

заміщене малеїмідне кільце можуть імітувати циc-олефін у СА-4, було 

синтезовано серію похідних 3,4-діарил N-заміщеного малеїміду. Ці сполуки 

були досліджені на антипроліферативну активність по відношенню до трьох 

пухлинних клітинних ліній (аденокарцинома шлунку SGC-7901, фібросаркома 

HT-1080 та епідермальна карцинома рота КВ). Більшість сполук 

продемонстрували активність у мікромолярному діапазоні. Порівнюючи 

сполуки з однаковими замісниками в кільцях А та В, структура скафолда 

впливає на антипроліферативну активність відносно клітинної лінії НТ-1080, 
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наступним чином: N-гідроксималеїмід > N-метилмалеїмід > малеїновий 

ангідрид > N-метоксималеїмід.  

Один із аналогів (рис. 1.7) показав субмікромолярну активність стосовно 

клітинної лінії НТ-1080.  
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Рис. 1.7. Хімічні структури аналогів комбретастатину, здатних інгібувати 

тубулінову полімеризацію 

 

Дослідження молекулярного докінгу в колхіцин-зв’язувальний центр 

добре узгоджувалися з даними по інгібуванню тубулінової полімеризації, що 

може бути основою для майбутнього структурно-орієнтованого дизайну нових 

аналогів СА-4 [62]. 

 

1.1.6. Похідні малеїміду, що володіють протипухлинними 

властивостями 

 

Родина природних біс-індолілмалеїмідів є надзвичайно цікавою для 

медичної хімії, оскільки цей клас сполук володіє низкою біологічних 

властивостей, зокрема антимікробними, гіпотензивними та цитотоксичними. Ці 

сполуки також інгібують агрегацію тромбоцитів [63-66]. Більше того, похідне 

бісіндолілмалеїміду [67-69] – ензастаурін (LY317615), проходить клінічні 

випробування для лікування раку [70, 71] (Рис. 1.8). 

Автори Wang із колегами синтезували серію похідних N-метил-

бісіндолілмалеїміду з метою пошуку сполук із антипроліферативною 
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активністю. Ці речовини тестували на дев’яти клітинних лініях: 

аденокарцинома кишечника людини (НСТ-8), гепатома людини (BEL-7402), 

карцинома яєчників людини (А2780), карцинома молочної залози (MCF-7), 

недрібноклітинна карцинома легень (А549), карцинома шлунку людини (BGC-

823), карцинома нирок людини (Ketr3), оральна плоскоклітинна карцинома 

(КВ), карцинома шийки матки людини (HeLa). 

За результатами тестування деякі сполуки проявляли вищу активність, 

ніж цисплатин, що був використаний як позитивний контроль. Сполука 5j, що 

має метокси групу в ароматичному кільці, виявляла найкращу інгібувальну 

активність по відношенню до клітинних ліній HCT-8, MCF-7, A549, KB та HeLa 

зі значеннями ІС50 в межах від 0 до 10 мкМ. Ця речовина продемонструвала 

також середню активність щодо BEL-7402, A2780, BGC-823 і Ketr3 зі 

значеннями ІС50 в діапазоні від 15 до 25 мкМ. 
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Рис. 1.8. Хімічні структури ензастауріну (LY317615) (а) та сполуки 5j (б) 

 

Заміна орто- на пара- положення метокси групи спричинювала значне 

зниження цитотоксичності (ІС50> 100 мкМ). Наявність двох, або трьох метокси-

груп на ароматичному кільці призводила фактично до повної втрати активності 
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сполук на всіх клітинних лініях. Сполука, що мала нітро-групу проявляла 

інгібувальну активність по відношенню до клітинної лінії КВ зі значенням ІС50 

= 4,26 мкМ і була неактивною по відношенню до всіх інших клітинних ліній. 

Стосовно гетероциклічних похідних, то сполука, що мала 2-піридильний 

замісник, проявляла широкий спектр інгібувальних активностей відносно 

тестованих клітинних ліній зі значеннями ІС50 в діапазоні від 1 до 35 мкМ, за 

винятком А2780 та BGC-823. Сполуки, що містили 4-піридильний чи 3-

піридильний замісники, демонстрували інгібувальнівластивості відносно всіх 

тестованих клітинних ліній зі значеннями ІС50 в діапазоні від 10 до 35 мкМ. 

Сполука із 2-піразиновим замісникмо проявляла цитотоксичну активність по 

відношенню до НСТ-8, MCF-7, Ketr3 та КВ клітинних ліній зі значеннями ІС50 

= 10,98, 14,62, 24,34 і 8,32 мкМ, відповідно, але вона фактично не інгібувала 

інші клітини. Сполука із 2-індолільним замісником проявляла цитотоксичні 

властивості по відношенню до клітинних ліній MCF-7 та КВ зі значеннями ІС50 

= 12,95 та нижче 10 мкМ, але значно меншу активність продемонструвала щодо 

клітинних ліній А549, BGC-823, Ketr3 іHeLa зі значеннями ІС50 в діапазоні від 

38 до 72 мкМ. 

Таким чином, синтезовано серію арил- і гетероарил-N-метил-

бісіндолілмалеїмідів, деякі з яких продемонстрували антипроліферативну 

активність та селективність відносно 9 пухлинних клітинних ліній людини [72]. 

Відомо, що N-етилмалеїмід індукує екстерналізацію фосфатидилсерину у 

клітинній мембрані, що призводить до збільшення рівня фагоцитозу пухлинних 

клітин макрофагами [73, 74]. Існує також низка повідомлень про те, що 

сполуки, які містять 1,2,3-триазол володіють протизапальними [75], 

протипухлинними [76, 77] та антимікробними [78] властивостями. З метою 

пошуку ефективних протипухлинних сполук, автори Хu з колегами 

синтезували серію малеїмідних похідних поєднаних із 1,2,3-триазолом [79]. 

Декілька сполук досліджували на цитотоксичність in vitro по відношенню до 

клітинної лінії HeLaза використання МТТ тесту і використовуючи 

доксорубіцин, як позитивний контроль. Результати представлені в табл. 1.3.  
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Таблиця 1.3 

Цитотоксична активність сполук по відношенню до клітинної лінії HeLa 

 

 

N

O
N

N N

R

O

O

 

 

R ІС50, 

мкМ 

C6H5 >100 

2-MeC6H4 >100 

4-ClC6H4 16,7 

4-NO2C6H4 >100 

3-NO2C6H4 43,7 

2-FC6H4 55,6 

2-Me-3-NO2C6H3 22,5 

Доксорубіцин 3,7 

 

Згідно з зазначеними даними, активність тестованих сполук залежала від 

замісників в арильному кільці. Сполуки, що не мали замісника в арильному 

кільці, або мали сильну електроноакцепторну групу в пара-положенні не 

проявляли активності. Речовина, що містила слабку електроноакцепторну групу 

в пара-положенні в арильному кільці, проявляла найкращу активність (ІС50 = 

16,7 мкМ/л) серед тестованих сполук. Однак, слід відмітити, що активність цієї 

сполуки була нижчою, ніж у доксорубіцину.  

Тому необхідна подальша оптимізація структури з метою розробки нових 

протипухлинних сполук [79]. 
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1.1.7. Альбумін-зв’язувальні малеїмідні похідні 

 

Ендогенний альбумін потенційно може транспортувати ліки, оскільки він 

акумулюється в пухлинах у зв’язку з патофізіологією пухлинної тканини, що 

характеризується ангіогенезом, гіперваскуляризацією, дефектною васкулярною 

архітектурою та порушеним лімфодренажем [80, 81]. 

Kratz із колегами синтезували малеїмідні похідні доксорубіцину та 

камптотецину. Після внутрішньовенного введення ці протипухлинні агенти 

зв’язуються з Cys-34 циркулюючого альбуміну і, вірогідно, повинні мати вищу 

протипухлинну активність [82-84]. 

Двоє нових 1,2,4-оксадіазольних похідних, що містять N-

фенілмалеїмідний або N-фенілсукцинамідний замісники було синтезовано у дві 

стадії, виходячи з 1,2,4-оксадіазольного аніліну. Усі проміжні сполуки 

тестували на протипухлинну активність на панелі з 11 клітинних ліній. Одна зі 

сполук – 1-(4-(3-терт-бутил-1,2,4-оксадіазол-5-іл)феніл)-2,5-дигідро-1H-пірол-

2,5-діон–проявляла значну антипроліферативну активність по відношенню до 

цих клітинних ліній (рис. 1.9) (табл.1.4) [85]. 
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Рис. 1.9. Хімічна структура 1-(4-(3-терт-бутил-1,2,4-оксадіазол-5-іл)феніл)-2,5-

дигідро-1H-пірол-2,5-діону 
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Таблиця 1.4 

Цитотоксична активність 1-(4-(3-терт-бутил-1,2,4-оксадіазол-5-іл)феніл)-2,5-

дигідро-1H-пірол-2,5-діону на 11 клітинних лініях 

CXF

HT-

29 

GXF 

251 

LXFA 

629 

LX

FL 

529 

MA

XF 

401 

MEXF 

462 

OVXF 

899 

PAXF 

1657 

PXF 

1752 

PXF 

486 

UFX 

1136 

15,00 28,12 22,01 6,92 9,26 7,76 10,93 3,94 11,10 4,49 5,05 

 

Карбоплатин є антинеопластичним метало-вмісним комплексом для 

лікування карциноми яєчників, шийки матки та легень, а також пухлин шиї та 

голови. Однак, терапія карбоплатином викликає низку серйозних побічних 

ефектів таких як мієлотоксичність, нефротоксичність, ототоксичність, 

стоматит, нудота і рвота [86].  

 У зв’язку з тим, що протеїни плазми крові відіграють важливу роль у 

розподілі протипухлинних метало-вмісних комплексів in vivo [87, 88] авторами 

Warnecke з колегами було поставлено завдання розробити альбумін-

зв’язувальні аналоги карбоплатину [89], оскільки останній має низький ступінь 

зв’язування з білками плазми крові і швидкий ренальний кліренс [87]. 

Було синтезовано аналоги карбоплатину, що містять малеїмідну групу. 

Два кон’югати платинових комплексів 15 і 16 (рис. 1.10), а також вільний 

карбоплатин досліджували на двох пухлинних клітинних лініях: LXFL 529 

(карцинома легень людини) та MaТu (карцинома молочної залози людини).  

Карбоплатин є цитотоксичним у обох клітинних лініях зі значеннями ІС50 

= 3,9 та 6,4 мкМ, відповідно. Альбумінові кон’югати 15і 16 мають нижчу 

активність в обох клітинних лініях (значення ІС50 у 5-8 разів вищі), але ще 

демонструють цитотоксичність у порівнянні з контролем. Ці результати 

узгоджуються з даними стосовно альбумінових кон’югатів доксорубіцину, що 

були приблизно в 10 разів менш активними, ніж вихідна сполука [83].  
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 Рис. 1.10. Хімічні структури малеїмід-вмісних аналогів карбоплатину  

 

Обидві сполуки 15 і 16 були більш ефективними, ніж карбоплатин для 

зменшення розміру пухлин у мишей, що мають трансплантовані пухлини 

молочної залози людини. Сполука 16 була менш токсичною, ніж сполука 15 і 

була обрана для подальших досліджень протипухлинної активності на інших 

доклінічних моделях.  

Таким чином, малеїмідний гетероцикл є надзвичайно цікавим з точки 

зору біоорганічної та медичної хімії для розробки протипухлинних препаратів. 

 

1.2. Протипухлинні властивості похідних 5-аміно-4-гетарил-1,2-

дигідропірол-3-ону та їх синтез 

 

1.2.1. Протипухлинна активність похідних 5-аміно-4-гетарил-1,2-

дигідропірол-3-ону 

На цей час досить мало вивчено протипухлинну активність похідних 5-

аміно-4-гетарил-1,2-дигідропірол-3-ону. Так, серед похідних 1,4-дизаміщених 
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5-аміно-1,2-дигідропірол-3-онів знайдено сполуки з антипроліферативною 

активністю [33] при тестуванні у Національному Інституті Раку (США): 

 

Рис. 1.11. Хімічна структура 1,4-дизаміщених 5-аміно-1,2-дигідропірол-3-онів 

Де: R
1
 - хіназолін-4(3H)-он-2-іл, 1-метил-1Н-бензо[d]імідазол-2-іл, 

бензо[d]тіазол-2-іл; сульфофеніли; заміщені або незаміщені С1-С10 алкілом, 

С1-С10 алкокси групами; С1-С10 аміноаклілом(ами); моно, ди, 

тригалогеном(ами); трифторметилом; метилгетарилом;  

R2 - (2-CH3)Ph, (3-CH3)Ph, (4-CH3)Рh, (2-CH3-3-Сl)Рh, (3-С1-4-CH3)Рh, (3-

Cl-4-F)Ph, (3-Cl)Ph, (4-Cl)Ph, (4-F)Ph, (2-F)Ph, (2,4-дихлоро)Рh, (2,5-дихлоро)Рh, 

(2-С1-5-СF3)Рh, (3-ОCH3)Рh, (4-CH3О)Рh, (4-EtO)Ph, (2,4-диметокси)Рh, (2,5-

диметокси)Рh, бензо[d][1,3]діоксол-5-іл, 4-(3-пропіл)морфолін, 4-(2-

етил)морфолін, 3-СН2-піридин, 2-СН2-фуран, -(СН3)2-(3,4-диметокси)феніл. 

Для протестованих 25 сполук було проведено прескринінг та шість з них 

перевірено на антипроліферативну активність 60 клітинних лініях раку. На 

леяких клітинних лініях дані IC50 мають у нано- та мікромолярних 

концентраціях речовин. 

Кузнєцова Г. М. зі співавторами [98] вивчали вплив 5-аміно-4-(1,3-

бензотіазол-2-іл)-1-(3-метоксифеніл)-1,2-дигідропірол-3-он (Д1) на стан 

печінки і товстого кишківника щурів в умовах індукованого диметилгідразином 

колоректального раку, тобто похідному якому притаманна цитостатична 

активність. Ця сполука не пошкоджує товсту кишку та печінку щурів під час 

тривалого введення, про що свідчать дані мікроскопічних досліджень та 

активності трансаміназ, лужної фосфатази і лактатдегідрогенази. Показано, що 

Д1 виявляє протипухлинну активність in vivo у разі індукованого 1,2-

диметилгідразином (ДМГ) раку товстого кишківника щурів, зменшуючи 
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загальну площу пухлинного ураження на 46–60%. 5-аміно-4-(1,3-бензотіазол-2-

іл)-1-(3-метоксифеніл)-1,2-дигідропірол-3-он за розвитку колоректального раку 

частково запобігає ушкодженню товстої кишківника та печінки, спричиненому 

канцерогеном, а також знижує рівень окисних модифікацій ДНК, про що 

свідчить зниження рівня 8-гідроксидезоксигуанозину в сечі. 

Слід зазначити, що серед усіх досліджуваних сполук, раніше описаних у 

роботах [33, 98], на  антипроліферативну активність досліджувалися лише 1-

метил-4-1Н-бензімідазол-2-ільні похідні, тоді як N-1-незаміщені 4-1Н-

бензімідазол-2-ільні похідні не використовувалися у тестуванні. Тому вивчення 

протипухлинної активності похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-

1,2-дигідропірол-3-ону є актуальним. 

 

1.2.2. Синтез похідних 5-аміно-4-гетарил-1,2-дигідропірол-3-ону 

Похідні 5-аміно-4-гетарил-1,2-дигідропірол-3-ону Воловенко Ю.М. з 

колегами [130] синтезували  за методиками згідно з наведеною схемою 1.1. 

Схема 1.1 

Het
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Het
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Де, Неt має значення хіназолін-4(3H)-он-2-іл, 1-метил-1Н-бензімідазол-2-

іл, бензотіазол-2-іл; 1,3-тіазол-2-іл та їх похідні. 

Активну метиленову групу відповідного гетарилацетонітрилу ацилювали 

хлороацетил хлоридом. Проміжні продукти реакції, гетарил-4-хлоро-3-

оксобутаннітрили, використовували для синтезу відповідних похідних 5-аміно-

1-арил-4-гетарил-1,2-дигідропірол-3-ону шляхом циклізації з відповідними 

анілінами [130].  
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1.2.3. Синтез похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-

дигідропірол-3-ону 

Воловенко Ю.М. зі співавторами [130] синтезували похідні 5-аміно-4-

(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону відповідно за 

розробленими методиками згідно з наведеною схемою 1.2.  

На першій стадії, о-фенілдиаміни конвертували в бензімідазоліл-

ацетонітрил  після реакції циклоконденсації із етиловим естером ціаноацетатної 

кислоти. Потім, активну метиленову групу у бензімідазолілацетонітрилі 

ацилювали хлороацетил хлоридом. Проміжні продукти реакції, бензодіазол-4-

хлоро-3-оксобутаннітрили, використовували для синтезу 5-аміно-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-онів. Циклізації досягали шляхом 

взаємодії з відповідними анілінами [130].  
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Результати розділу опубліковано в статті-огляді: 

 

1. Малеїмідні похідні як потенційні протиракові препарати / Тарнавський 

С.С., Волинець Г.П., Ярмолюк С.М. // Ukrainica Bioorganica Acta. – 2016. 

– 14. – №1. – С. 9-23. 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ  

 

2.1. Фізикохімічні методи встановлення будови та характеристики 

синтезованих сполук  

 

Температури плавлення синтезованих сполук вимірювали на приладі 

Кофлера. Спектри 
1
H ЯМР були записані на спектрометрі VarianVXR 400 при 

400 МГц. Хімічні зсуви наведені як долі на мільйон (ppm) від внутрішнього 

стандарту ТМС (тетраметилсилану). Спінова мультиплетність подана як с 

(сінглет), шс (розширений сінглет), д (дублет), дд (дублет дублетів), т 

(триплет), кв (квадруплет), ск (секстлет) та м (мультиплет). Всі сполуки мали 

чистоту ≥ 90%. Всі очищені синтетичні інтермедіати мали чистоту ≥ 95%.  

 

2.2. Молекулярне моделювання 

 

Докінг проводили за допомогою програми Autodock 4.2. Ліганди для 

докінгу готували за допомогою програми VegaZZ [91]. Для AutoDock брали 

PDB-структуру протеїнкінази (PDBID : 3GQI), видаляли молекули води, ліганд 

та субодиницю, яка не брала участь у докінгу. Карти рецептора готували за 

допомогою програми MGL Tools. 

Для AutoDock були встановлені наступні параметри: крок поступального 

руху становив 2 Å, кут кватерніону – 50°, торсійний кут – 50°. Ступінь 

торсійної свободи і коефіцієнт складали відповідно 2 і 0,274. Толерантність 

кластера – 2 Å. Зовнішня енергія решітки – 1000, максимальна початкова 

енергія – 0, максимальне число спроб – 10000. Число структур у популяції – 

300, максимальне число етапів оцінки енергії – 1000000, максимальне число 

генерацій – 27000, кількість структур, які переходять до наступної генерації – 1, 

рівень генної мутації – 0,02, рівень кросоверу – 0,8, спосіб кросоверу – 
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арифметичний. α параметр розподілу Гауса дорівнював 0, β параметр розподілу 

Гауса – 1. Кількість запусків “Генетичний алгоритм-пошук Ламарка” була 

встановлена на рівні 10. 

Результати докінгу аналізували за допомогою програми AutoDockTools-

1.5.6 [92]. 

 

2.3. Біохімічний скринінг in vitro із використанням [γ-32Р] АТФ. 

 

2.3.1. Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази 

FGFR1. Об’єм реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 6 

мкл 5х кратного реакційного буфера для FGFR1 (50 мM МОПС; pH 7,1, 1 

мMЕДТА, 1 мг/мл БСА, 0,1% β-меркаптоетанол, 0,01% Брідж 35, 0,5 мМ 

Na3VO4), 2,5 мкл розчину пептидного субстрату IGR-IRtide (4 мг/мл (#12-527, 

Millipore, США)), 0,01 мкл розчину протеїнкінази FGFR1 (0,2 мкг/мл (#14-582, 

Millipore, США)), 11,5 мкл води. Аліквоти реакційної суміші (19 мкл/пробу) 

поміщали в епендорфи об’ємом 1,5 мл та додавали по 1 мкл розчину інгібітору 

(розчиненого в ДМСО) потрібної концентрації. Для ініціації реакції до кожного 

зразка додавали попередньо приготовану суміш, яка складалася з 10 мкл 150 

мкМ АТФ та [γ-32Р]АТФ, з радіоактивністю 0,1-0,2 мCi на 30 мл суміші. 

Кінцева концентрація АТФ у реакційній суміші становила 50 мкМ. Після 

інкубації, що тривала 25 хв при 30
o
C, реакцію зупиняли додаванням 10 мкл 5 % 

розчину oрто-фосфорної кислоти; отриману реакційну суміш наносили на 20 

мм диск фосфоцелюлозного паперу (Whatman, р31). Диски відмивали тричі з 

використанням 1 % розчину oрто-фосфорної кислоти та просушували в 

термостаті при 45
о
С. Рівень радіоактивного сигналу вимірювали у 

сцинтиляційій рідині в флаконах, використовуючи сцинтиляційний лічильник 

Tricarb 2800 TR (PerkinElmer, США). Як негативний контроль, замість розчину 

інгібітору додавали 1 мкл ДМСО (3,3 %). Ступінь інгібування FGFR1 

визначали за співвідношенням включення [
γ
-32Р]АТФ в субстратний пептид 

при додаванні інгібітору та при додаванні ДМСО.  
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Визначення показника ІС50. Показник IC50 інгібіторів визначали шляхом 

встановлення активності ензиму за різних концентрацій сполуки. Діапазон 

концентрації сполуки (титрування) для визначення показника ІС50 обирали та 

корегували повторними експериментами, що дозволяли отримати титрувальну 

криву з верхньою та нижньою асимптотами. Інгібітор перевіряли при 10-16 

концентраціях, отриманих шляхом двократного розведення в трьох повторах. 

Титрувальні криві будували в координатах активності ензиму в CPS (counts per 

second, рахунок за секунду) (по осі ординат) та десяткового логарифму 

концентрації інгібітору (lg[I]) (по осі абсцис). Для середнього значення 

(значення концентрації інгібітору в точці, що відповідає середині відрізка між 

верхньою та нижньою асимптотами) знаходили обернений логарифм 

концентрації, який дорівнював значенню ІС50.  

 

2.3.2. Визначення селективності інгібіторів протеїнкінази FGFR1. 

Cелективність інгібіторів по відношенню до протеїнкінази FGFR1 було 

перевірено на чотирьох серин-треонінових (СК2 (протеїнкіназа СК2), ASK1 

(apoptosis signal-regulating kinase 1), JNK3 (c-Jun NH2-terminal kinase3), AuroraA 

та двох тирозинових протеїнкіназах (HGFR (hepatocyte growth factor receptor) і 

Tie2 (TEK tyrosine kinase)). Визначення залишкової активності протеїнкіназ 

здійснювали аналогічно до методики проведення біохімічного скринінгу in vitro 

на протеїнкіназі FGFR1 із використанням [
γ-32

Р]АТФ та рекомендацій фірми-

постачальника (Millipore, США). Різним був склад реакційної суміші та час 

інкубації проб.  

Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази СK2.  

Об’єм реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 3 мкл 

10x буфера для СК2 (200 мM Тріс-HCl, pH 7,5; 500 мM KCl; 100 мM MgCl2); 4 

мкг синтетичного пептидного субстрату RRRDDDSDDD (New England Biolabs, 

Великобританія); 0,02 мкл (10 одиниць, 20 нг очищеного рекомбінантного білка 

протеїнкінази СК2 (гетеротетрамерний холоензим, продукований в E. coli, 
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#Р6010L, New England Biolabs, Великобританія)); 13 мкл дистильованої 

води.Часі нкубації становив 25 хв при 30 
o
C.  

Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази ASK1. Об’єм 

реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 6 мкл 5х кратного 

реакційного буфера для ASK1 (25 мM МОПС, pH 7,2, 2,5 мM ЕГТА, 2,5 мM 

ЕДТА, 0,5 мМ ДТТ (1,4-дитіотреітол), 0,25 мг/мл БСА, 20 мМ β-

гліцерофосфат), 3 мкл розчину субстрату MBP (5 мг/мл (природний основний 

білок мієліну, #13-104, Millipore, США)), 0,3 мкл розчину протеїнкінази ASK1 

(0,1 мкг/мл (#314-606М, Millipore, США)), 10,7 мкл дистильованої води. Час 

інкубації становив 25 хв при 30 
o
C.  

Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази JNK3. Об’єм 

реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 6 мкл 10-ти 

кратного реакційного буфера для JNK3 (25 мM Тріс-HCl; pH 7,5, 5 мM ЕГТА, 

1% β-меркаптоетанол), 0,7 мкл розчину пептидного субстрату ATF2 (5 мг/мл, 

амінокислотні залишки 19-96 (#12-367, Millipore, США)), 0,3 мкл розчину 

протеїнкінази JNK3 (1 мкг/мл (#14-501, Millipore, США)), 13 мкл води. Час 

інкубації становив 25 хв при 30 
o
C.  

Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази Aurora A. 

Об’єм реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 6 мкл 5х 

кратного реакційного буфера для Aurora A (75 мM МОПС; pH 7,1, 1,25 мM 

ЕДТА, 0,5 мг/мл БСА, 0,05% β-меркаптоетанол, 0,015% Брідж 35 

(поліоксиетиленлауриновий ефір)), 3 мкл розчину пептидного субстрату 

Kemptide (1,4 мг/мл (LRRASLG, #12-257, Millipore, США)), 0,0225 мкл розчину 

протеїнкінази Aurora A (0,2 мкг/мл, (#14-511, Millipore, США)), 11 мкл води. 

Час інкубації становив 20 хв при 30 
o
C.  

Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази HGFR. Об’єм 

реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 6 мкл 5х кратного 

реакційного буфера для HGFR (50 мM МОПС; pH 7,1, 0,6 мM ЕДТА, 0,5 мг/мл 

БСА, 1 мМ Na3VO4, 25 мМ β-гліцерофосфат, 0,05 % β-меркаптоетанол), 3 мкл 

розчину пептидного субстрату (4 мг/мл, KKKSPGEYVNIEFG, (#12-527, 
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Millipore, США)), 0,3 мкл розчину протеїнкінази HGFR (1 мкг/мл (#14-526, 

Millipore, США)), 10,7 мкл води. Час інкубації становив 30 хв при 30 
o
C.  

Визначення ступеня інгібування активності протеїнкінази Tie2. Об’єм 

реакційної суміші на одну пробу становив 20 мкл і включав: 5 мкл 5х кратного 

реакційного буфера для Tie2 (50 мM МОПС/NaOH; pH 7,0, 1 мM ЕДТА), 2,5 

мкл розчину пептидного субстрату Poly(Glu4-Tyr) (1 мг/мл (#12-440, Millipore, 

США)), 1,25 мкл 10 мМ MnCl2, 2,5 мкл розчину протеїнкінази Tie2 (35,8-71,5 

нг (#14-540, Millipore, США)), 10 мкл дистильованої води. Час інкубації 

становив 10 хв при 30 
o
C. 

 

2.4. Тестування на клітинних лініях.  

Біологічне тестування виконували у співробітництві з Американським 

Національним Інститутом раку (National Cancer Institute) 

(http://dtp.nci.nih.gov/index.html). Синтезовані речовини тестували на пухлинних 

лініях клітин людини при п'яти різних концентраціях речовини (10
-8

-10
-4

 М) для 

з’ясування найефективнішої концентрації.  

На першому етапі робили прескринінг сполук на трьох лініях пухлинних 

клітин (рак молочної залози, рак легенів, рак ЦНС) при одній стандартній 

концентрації 10
-4

 М. Антипроліферативну дію речовини на клітинну лінію 

розраховували відповідно до одного з наведених виразів: 

1) коли ({ODtest} - {OD0}) ≥ 0, то 

PG = 100 ({ODtest} - {OD0}) / ({ODctrl} - {OD0}); 

2) ({ODtest} - {OD0})< 0, то 

PG = 100 ([ODtest] - {OD0}, 

де: {OD0} – середнє значення вимірів оптичної густини (OD) відразу 

після додавання речовини;{ODtest} – середнє значення вимірів OD після 48 год 

інкубації клітин, оброблених речовиною, що тестується; {ODctrl} – середнє 

значення вимірів OD після 48-год інкубації клітин без додавання речовини 

(контроль); PG – Percentage Growth – рівень мітотичної активності клітинної 

лінії після обробки речовиною порівняно з контролем. 
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Найактивніші сполуки тестували на панелі з 56 клітинних ліній раку 

людини.  

Біологічне тестування синтезованих сполук також виконували у 

співробітництві з лабораторією Унібіоскрін, Бельгія (UnibioscreenS.A, Belgium) 

звикористанням МТТ-тесту [93]. Останній є непрямим методом визначення 

впливу досліджуваних речовин на загальну життєздатність клітинних ліній. Для 

досліджень обрано 6 пухлинних клітинних ліній людини, які належать до 

різних видів тканин: Hs683 та 373MG – пухлини мозку, HCT-15 та LoVo – рак 

кишечника, A549 – рак легень, MCF-7 – рак молочної залози. Клітини висівали 

на 96-луночні планшети в об’ємі 100 мкл клітинної суспензії на лунку в 

кількості 1х10
3
 та 5х10

3
 клітин на лунку, залежно від типу клітин. Після 24-

годинної інкубації при 37
о
С, культуральне середовище змінювали на 100 мкл 

свіжого середовища, в якому тестовані речовини розчиняли в різних 

концентраціях – від 10
-5

М до 10
-9

М. Після 72 годин інкубації при 37
о
С зі 

сполукою (експериментальні умови), чи без сполуки (контрольний варіант), 

середовище змінювали на 100 мкл МТТ, розчиненого у культуральному 

середовищі у концентрації 1 мг/мл. Інкубація тривала 3 години при 37
о
С, а 

потім планшет центрифугували 10 хвилин при 400 g. Неперетворений МТТ 

видаляли, а кристали формазану, які були сформовані живими клітинами, 

розчиняли і ресуспендували 5 хв в 100 мкл ДМСО. Оптичне поглинання 

вимірювали на спектрофотометрі при довжинах хвиль 570 нм (довжина хвилі, 

при якій відбувається максимальне поглинання формазану) та 630 нм (довжина 

хвилі фонового забруднення). Кожен експеримент повторювали шестикратно.  

Антипроліферативну активність похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-

іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону досліджували на клітинних лініях KG1 і 

НЕК293 за допомогою МТТ-тесту. Клітини вирощували в середовищі DMEM, 

що містив 10% ембріональної бичачої сироватки (FBS), 100 мг/мл пеніциліну і 

100 мг/мл стрептоміцину в зволоженому повітрі при 37°С з 5% CO2. 

Життєздатні клітини висівали в 96-лункові планшети в концентрації 2х10
5
 

клітин/мл та інкубували протягом 24 год і обробляли синтезованими сполуками 
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(сполуки розчиняли в ДМСО, кінцева концентрація ДМСО менше 0,5%) при 

різних концентраціях. Через 72 години інкубації зі сполуками, клітини 

інкубували з 15 мкл МТТ (3-(4,5-диметил-тіазол-2-іл)-2,5-дифеніл-тетразолію 

бромід (Sigma) розчину (5 мг/мл) протягом 4 год при 37 °С, 5% СО2. 

Формазанові преципітати розчиняли в 200 мкл ДМСО і оптичну щільність 

кожної лунки вимірювали при 540 нм за допомогою спектрофлуориметра MR 

700 (Dynatech). Життєздатність клітин виражали у відсотках по відношенню до 

необроблених контрольних клітин. 
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РОЗДІЛ 3 

 

СИНТЕЗ ТА ВИВЧЕННЯ ПРОТИПУХЛИННОЇ АКТИВНОСТІ НОВИХ 

ПОХІДНИХ 2,5-ДИГІДРОПІРОЛ-2,5-ДІОНУ 

 

3.1. Синтез нових похідних 2,5-дигідропірол-2,5-діону взаємодією 3,4-

дихлоромалеїмідів із N- та S-нуклеофілами 

 

 Зважаючи на широкий спектр біологічної активності похідних малеїміду, 

актуальним є розробка препаративних методів синтезу нових сполук та пошук 

протипухлинної активності на їх основі. 

 3,4-Дихлормалеїміди 3.1a мають у своїй структурі “рухливі” віцинальні 

галогени. Відомо, що взаємодія з S-нуклеофілами, навіть у м’яких умовах, не 

зупиняється на стадії монозаміщення і приводить до 3,4-біс-

(алкіл(арил)меркапто)малеїмідів [94]. Проведення реакції у діоксані з 

використанням двох еквівалентів триетиламіну дозволило нам уникнути 

побічних процесів, що проходять при проведенні реакції у спирті в присутності 

гідроксиду натрію, та з високими виходами одержати біс-продукти 3.1-3.4.  

 В ІЧ-спектрах сполук 3.1-3.4 асиметричні та симетричні валентні 

коливання карбонільних груп малеїмідного циклу спостерігаються в області 

1780-1770 (as)та 1710-1700 см
-1

 (s). Дані ПМР спектрів сполук 3.1-3.4 наведено 

в таблиці 3.1. 

 На відміну від S-нуклеофілів, N-нуклеофіли (первинні та вторинні аміни) 

в реакціях із дихлоромалеїмідами заміщують тільки один атом Хлору [95]. 

 Нами досліджено постадійне нуклеофільне заміщення атомів Хлору в 3,4-

дихлормалеїмідах 3.1a на N- та S-нуклеофіли, що призводить до утворення 

продуктів 3.5-3.20 (схема 3.1). В якості N-нуклеофілів були використані 

первинні аліфатичні, ароматичні та вторинні циклічні аліфатичні аміни, S-

нуклефілів – ароматичні тіоли. 
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 У спектрах 
1
H ЯМР сполук 3.5-3.15, записаних в ДМСО-D6, в області 

9,66-10,34 м.ч. спостерігається сигнал N-H протону незаміщенного малеїміду. 

Сигнали інших замісників наведені в таблиці. В ІЧ-спектрах сполук 3.5-3.20 

валентні коливання карбонільних груп малеїмідного циклу спостерігаються в 

області 1770-1760 см
-1

 (as) та 1710-1695 см
-1

 (s), валентні коливання N-H 

зв’язку – в області 3320-3180 см
-1

.  

Схема 3.1 

Постадійне нуклеофільне заміщення атомів Хлору в 3,4-

дихлормалеїмідах 3.1a на N- та S-нуклеофіли, що призводить до утворення 

продуктів 3.5-3.21. 
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R1

R2

3.5a-3.15a, 3.21a

R3

R1

R3

R1

R1
R1

R2

3.1-3.4 3.5-3.15, 3.21

3.22-3.23 3.16a-3.20a 3.16-3.20

R2

 

  

Доведено, що фармакофорний фрагмент Стауроспорину знаходиться в 

малеїмідному циклі, а саме з сайтом зв’язування АТФ взаємодіє карбонільна та 

N-H група незаміщеного в положенні 1 малеїмідного циклу [96]. Отже, з метою 

одержання сполук, які можуть виявляти інгібувальні властивості, ми 

синтезували серію N-H незаміщених похідних малеїмідів 3.4, 3.21 (R = H) та  

3.22, 3.23 (рис. 3.1). 
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 Взаємодія 3,4-дихлор-N-H-малеїміду з 1,3-динуклеофілами – 6-R
3
-3-

тіоксо-2,3,4,5-тетрагідро-1,2,4-триазин-5-онами, в яких є одночасно S- та N-

реакційні центри, приводить до анелювання тіазольного циклу по грані [c] 

малеїміду з утворенням циклічних продуктів 3.22, 3.23 (рис. 3.1). Раніше за 

допомогою рентгеноструктурного аналізу було доведено [97], що циклізація 

проходить селективно по атому Нітрогену в положенні 2 триазинового циклу. 

 У ПМР-спектрах сполук 3.4, 3.21, 3.22, 3.23 в області 10.86 – 11.26 м.ч. 

спостерігається сигнал N-H протону малеїмідного циклу (1Н, с, N-H), для 

сполуки 3.21 в області 9.77 м.ч. спостерігається N-H протону анілінового 

залишку (1Н, с, N-H). Сигнали інших замісників наведені в таблиці 3.1. В ІЧ-

спектрах сполук 3.4, 3.21, 3.22, 3.23 валентні коливання карбонільних груп 

малеїмідного циклу спостерігаються в області 1780 - 1760 см
-1

 (as), 1730 - 1700 

см
-1

 (s). Валентні коливання N-H зв’язку знаходяться в області 3280 - 3200 см
-1

. 

Загальні характеристики і виходи продуктів 3.1-3.23 наведені в таблиці 3.1.  

 

Таблиця 3.1 

Фізико-хімічні характеристики і виходи сполук 3.1-3.23 

Спо- 

лука 

Замісники Знайдено, 

% 

Брутто-

формула 

Розраховано, 

% 

Tпл, °С  Ви 

хід, 

% R; R
1
; R

2
 N S  N S 

3.1 R = Ph 

R
1
= 4-CH3 

3,42 15,55 C24H19NO2

S2 

3,35 15,36 174-175 78 

3.2 R=4-CH3O-

C6H4, R
1
= 4-CH3 

3,07 14,38 C25H21NO3

S2 

3,13 14,33 151-152 81 

3.3 R = -CH2Ph 

R
1
= 4-Cl 

3,02 13,36 C23H15Cl2N

O2S2 

2,96 13,57 114-115 85 

3.4 R = H 

R
1
= 4-CH3 

3,98 18,75 C18H15NO2

S2 

4,10 18,78 134-135 79 
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Продовження табл. 3.1
 

3.5 R =2,4-

(CH3)2С6H3 

R
1
= 4-CH3 

R2 = 2,4-

(OMe)2 

6,02 6,61 C27H26N2O4

S 

5,90 6,76 201-202 73 

3.6 R =2,4-

(CH3)2С6H3 

R
1
= H 

R
2
 = 4-CH3 

6,75 7,68 C25H22N2O2

S 

6,76 7,73 153-154 84 

3.7 R =2,4-

(CH3)2С6H3 

R
1
= 4-CH3 

R
2
 = 3-OCH3 

6,18 7,36 C26H24N2O3

S 

6,30 7,21 140-141 82 

3.8 R = 3,5-

(CH3)2С6H3 

R
1
= H 

R
2
 = 4-CH3O 

6,49 7,34 C25H22N2O3

S 

6,51 7,45 131-132 78 

3.9 R =2-CH3O 

С6H4 

R
1
= 4-CH3 

R
2
 = 4-F 

6,30 7,24 C24H19FN2

O3S 

6,45 7,38 195-196 85 

3.10 R =2- CH3O 

С6H4 

R
1
= 4-Cl 

R
2
 = 4-Et 

5,88 7,04 C25H21ClN2

O3S 

6,02 6,90 140-141 85 
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Продовження табл. 3.1
 

3.11 R=2-CH3O 

-С6H4 

R
1
= 4-Cl 

R
2 
= 2-F 

6,07 6,96 C23H16ClFN2O3S 6,16 7,05 156-157 81 

3.12 R =4-F 

С6H4 

R
1
= 4-CH3 

R
2
 = 4- 

CH3O 

6,52 7,43 C24H19FN2O3S 6,45 7,38 172-173 79 

3.13 R =4-F 

С6H4 

R
1
= 4-Cl 

R2 = 4- 

CH3O 

6,25 7,18 C23H16ClFN2O3S 6,16 7,0 196-197 76 

3.14 R =2,3-Cl2 

С6H3 

R
1
= 4-CH3 

R
2 
= 3- 

CH3O 

5,63 6,60 C24H18Cl2N2O3S 5,77 6,61 160-161 78 

3.15 R = 2,4-Cl2 

С6H3 

R
1
= H 

R
2
 = 2,4-( 

CH3O)2 

5,43 6,29 C24H18Cl2N2O4S 5,59 6,39 177-178 82 

3.16 R = 3,5-

(CH3) С6H3 

R
1
= 4-CH3 

R
2
 = N-Ph 

8,77 6,65 C29H29N3O2S 8,69 6,63 121-122 85 
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Продовження табл. 3.1
 

3.17 R = 3,5-(CH3) 

С6H3 

R
1
= 4-Cl 

R
2
 = N-Ph 

8,19 6,39 C28H26ClN3O2

S 

8,34 6,36 151-152 77 

3.18 R = 3,5-(CH3) 

С6H3 

R
1
= 4-CH3 

X = O 

6,90 7,83 C23H24N2O3S 6,86 7,85 120-121 81 

3.19 R = 2,4-(CH3) 

С6H3 

R
1
= H 

X = CH2 

7,02 8,15 C23H24N2O2S 7,14 8,17 135-136 84 

3.20 R = 4-F- С6H4 

R
1

 = H 

X = N-Ph 

9,03 7,00 C26H22FN3O2

S 

9,14 6,98 110-111 85 

3.21 R = H 

R
1
 = 4-CH3 

R
2 
= 3,4-

(CH3)2
 

8,32 9,55 C19H18N2O2S 8,28 9,47 210-212 82 

3.22 R
3
 = CH3 24,52 13,69 C8H4N4O3S 23,72 13,57 >300 72 

3.23 R
3
 = Ph 18,80 11,00 C16H6N4O3S 18,78 10,75 >300 76 

 

Загальна методика синтезу 3,4-ди-арилсульфаніл-2,5-дигідро-1Н-2,5-

піролдіонів  3.1-3.4. 

До розчину відповідного 3,4-дихлоромалеїміду (10 ммоль) в  20 мл сухого 

діоксану додали 22 ммоля відповідного тіофенолу та 22 ммоля сухого 

триетиламіну. Реакційну суміш перемішували при кімнатній температурі 5 

хвилин після цього кип’ятили 1 годину. Отриманий осад відфільтрували та 

висушили. 
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1-феніл-3,4-ди-(4-метилфеніл)сульфаніл-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон 

(3.1). Вихід: Т. пл.  174-175ºC. 
1
Н 

 
ЯMР (400MHz, ДМСO-д6), δ, м.д.: 2.29 (6H, 

c,CH3), 7.12 (4H, д, J=8.1, С6H4(3’,5’)-H), 7.23 (4H, д, J=8.4, С6H4(2’,6’)-H), 7.3-

7.5 (5H, м, Ar-H). 

1-(4-метоксифеніл)-3,4-ди-(4-метилфеніл)сульфаніл-2,5-дигідро-1Н-

2,5-піролдіон (3.2). Т. пл.  151-152ºC. 
1
Н

 
ЯMР (400MHz, ДМСO-д6), δ, м.д.: 2.35 

(6H, c,CH3), 3.8 (3H, c, OCH3), 6.93 (2H, д, J=9, С6H4(3,5)-H), 7.07 (4Н, д, J=7.8, 

С6H4(3’,5’)-H), 7.16-7.18 (6H, м, J=9, С6H4(2’,6’)-H) + С6H4(2,6)-H). 

1-бензил-3,4-ди-(4-хлорофеніл)сульфаніл-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон 

(3.3). Т. пл. 114-115
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 4.62 (2H, c, CH2), 

7.25-7.35 (13H, м, Ar-H). 

3,4-ди-(4-метилфеніл)сульфаніл-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон 3.4: Т. 

пл. 134-135
о
C. 1H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.28 (6H, c, CH3), 7.1 (4H, 

д,J=7.8, Ar(3’,5’)-H), 7.23 (4H, д, J=8.4, Ar(2’,6’)-H), 11.26 (1H, c, NH). 

 

Досліджено постадійне нуклеофільне заміщення атомів Хлору в 3,4-

дихлормалеїмідах 3.1а  N- та S-нуклеофілами та методами комбінаторного 

синтезу отримано серію похідних 3-(4-фенілсульфаніл)-4-аміно-2,5-дигідро-1Н-

2,5-піролдіонів 3.5-3.21, які були запропоновані для тестування на 

протипухлинну активність.  

 

Загальна методика синтезу 3-фенілсульфаніл-4-аміно-2,5-дигідро-1Н-

2,5-піролдіонів 3.5-3.21. 

До розчину відповідного 3,4-дихлоромалеїміду (10 ммоль) в  20 мл сухого 

діоксану додали 22 ммоля відповідного аміну. Реакційну суміш кип’ятили при 

перемішувані 30 звилин. Отриманий осад (8 ммоль) відфільтрували,  розчиняли 

в 20 мл сухого діоксану, додавали 8 ммоль відповідного тіофенолу та 9 ммоль 

сухого триетиламіну. Реакційну суміш кип’ятили 1 годину. Отриманий осад 

відфільтрували та висушували. 
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1-(2,4-диметилфеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(2,4-диметокси-

феніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.5). Т. пл. 201-202
о
C. 

1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.09 (3H, c, CH3), 2.10 (3H, c, CH3), 2.31 (3H, c, 

CH3), 3.58 (3H, c, OCH3), 3.74 (3H, c, OCH3), 6.38 (4H, д, J=8.4, Ar(5’)-H), 6.45 

(1H, c, Ar(3’)-H), 6.86 (2H, д, J=8.1, Ar (3’,5’)-H), 6.99-7.17 (6H, м, Ar-H), 9.66 

(1H, c, NH) 

1-(2,4-диметилфеніл)-3-(фенілсульфаніл)-4-(4-метилфеніл)аміно-2,5-

дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.6). Т. пл. 153-154
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), 

δ, м.ч.: 2.12 (3H, c, CH3), 2.26 (3H, c, CH3), 2.33 (3H, c, CH3), 6.97-7.20 (12H, м, 

Ar-H), 10.19 (1H, c, NH). 

1-(2,4-диметилфеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(3-метоксифеніл)-

аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.7). Т. пл. 140-141
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.16 (3H, c, CH3), 2.25 (3H, c, CH3), 2.37 (3H, c, CH3), 3.60 

(3H, c, OCH3), 6.59 (3H, м, Ar-H), 6.83 (2H, д, J=8.1, Ar(3’,5’)-H), 6.95 (2H, д, 

J=8.1, Ar(2’,6’)-H), 7.02-7.15 (4H, м, Ar-H), 9.99 (1H, c, NH). 

1-(3,5-диметилфеніл)-3-фенілсульфаніл-4-(4-метоксифеніл) аміно-2,5-

дигідро-1Н-2,5піролдіон (3.8). Т. пл. 131-132
о
C. 1H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), 

δ, м.ч.: 2.32 (6H, c, CH3), 3.71 (3H, c, OCH3), 6.71 (2H, д, J=8.1, Ar(3’’,5’’)-H), 

6.97-7.21 (10H, м, Ar-H), 10.12 (1H, c, NH). 

1-(2-метоксифеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(4-фторофеніл)аміно 

-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.9). Т. пл. 195-196
о
C. 

1
H ЯМР  (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.22 (3H, c, CH3), 3.79 (3H, c, OCH3), 6.82 (2H, д, J=8.4, 

Ar(3’,5’)-H), 7.0-7.1 (7H, м, Ar-H), 7.19 (1H, д.д, 
3
J=7.8, 

4
J=1.8, Ar(3)-H), 7.34 

(1Н, д.д, 
3
J=7.8, 

4
J=1.8, Ar(6)-H), 7.46 (1Н, д.т. 

3
J=7.8, 

4
J=1.8, Ar(5)-H), 10.16 (1Н, 

с, NH). 

1-(2-метоксифеніл)-3-(4-хлорофеніл)сульфаніл-4-(4-етилфеніл)аміно-

2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.10). Т. пл. 140-141
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 1.15 (3H, т, CH3), 2.57 (2H, кв, CH2), 3.79 (3H, c, ОCH3), 6.90-

7.25 (1H, м, Ar-H), 7.35 (1H, д.д, 
3
J=7.5, 

4
J=1.8, Ar(6)-H), 7.46 (1Н, д.т. 

3
J=7.8, 

4
J=1.8, Ar(5)-H), 10.27 (1Н, с, NH). 
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1-(2-метоксифеніл)-3-(4-хлорофеніл)сульфаніл-4-(2-фторофеніл)аміно 

-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.11). Т. пл. 156-157
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 3.78 (3H, c, OCH3), 6.95 (2H, д, J=8.4, Ar(2’,6’)-H), 7.0-7.21 

(6H, м, Ar-H), 7.26 (2H, д, J=8.4, Ar(3’,5’)-H), 7.36 (1Н, д.д, 
3
J=7.8, 

4
J=1.5, Ar(6)-

H), 7.46 (1Н, д.т. 
3
J=7.8, 

4
J=1.5, Ar(5)-H), 10.26 (1Н, с, NH). 

1-(4-фторофеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(4-метоксифеніл)аміно 

-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.12). Т. пл. 172-173
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.2 (3H, c, CH3), 3.7 (3H, c, OCH3), 6.72 (2H, д, J=9, 

Ar(3’’,5’’)-H), 6.87 (2H, д, J=8.1, Ar(3’,5’)-H), 6.9-7.0 (4H, м, Ar-H), 7.32 (2H, м, 

Ar(3,5)-H), 7.45 (4H, м, Ar(2,6)-H), 10.05 (1Н, с, NH). 

1-(4-фторофеніл)-3-(4-хлорофеніл)сульфаніл-4-(4-метоксифеніл)аміно 

-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.13). Т. пл. 196-197
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 3.7 (3H, c, OCH3), 6.72 (2H, д, J=9, Ar(3’’,5’’)-H), 6.9-7.0 (4H, 

м, Ar-H), 7.2 (2H, д, J=9, Ar(3’,5’)-H), 7.35 (2H, м, Ar(3,5)-H), 7.48 (2H, м, 

Ar(2,6)-H), 10.25 (1Н, с, NH). 

1-(2,3-дихлорофеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(3-метоксифеніл)- 

аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.14). Т. пл. 160-161
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.22 (3H, c, CH3), 3.55 (3H, c, OCH3), 6.61 (1H, c, Ar(2’’)-H), 

6.56-6.72 (2H, м, Ar-H), 6.88 (2H, д, J=7.5, Ar(2’,6’)-H), 7.11 (1H, т, Ar(5’’)-H), 

7.56 (1H, т, Ar(5)-H), 7.64 (1H, д, J=7.5, Ar(4)-H), 7.82 (2H, д, J=7.5, Ar(6)-H), 

10.34 (1Н, с, NH). 

1-(2,4-дихлорофеніл)-3-фенілсульфаніл-4-(2,4-диметоксифеніл)аміно-

2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.15). Т. пл. 177-178
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 3.54 (3H, c, OCH3), 3.74 (3H, c, OCH3), 6.35 (1H, д.д., 
3
J=8.4, 

4
J=2.5, Ar(3’’)-H), 6.44 (1H, д, 

4
J=2.5, Ar(5’’)-H), 6.95-7.21 (6H, м, Ar-H), 7.61 

(1H, д.д, 
3
J=8.7, 

4
J=2.1, Ar(5)-H), 7.66 (1Н, д, 

3
J=8.7, Ar(6)-H), 7.89 (1H, д, 

4
J=2.1, 

Ar(3)-H), 9.90 (1Н, с, NH). 

1-(3,5-диметилфеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(4-феніл-піперази-

ніл)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.16). Т. пл. 121-122
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.25 (3H, c, CH3), 2.29 (6H, c, CH3), 3.23 (4H, м, СН2), 4.26 
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(4Н, м, СН2), 6.80 (1Н, т, Ar(4’’), 6.9-6.95 (4H, м, Ar-H), 7.02 (1Н, с, Ar(4)-H), 

7.14 (2H, д, J=8.7, Ar(3’,5’)-H), 7.19-7.24 (4H, м, Ar-H). 

1-(3,5-диметилфеніл)-3-(4-хлорофеніл)сульфаніл-4-(4-феніл-піперази-

ніл)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.17). Т. пл. 151-152
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.29 (6H, c, CH3), 3.26 (4H, м, СН2), 3.90 (4H, м, СН2), 6.80 

(1H, т, Ar(4’’), 6.92 (2Н, д, J=8.1, Ar(2’’,6’’)-H), 6.95 (2H, c, Ar(2,6)-H), 7.02 (1H, 

c, Ar(4)-H), 7.21 (2H, т, Ar(3’’,5’’)-H), 7.34 (2H, д, J=9, Ar(2’,6’)-H), 7.38 (2Н, д, 

J=9, Ar(3’,5’)-H). 

1-(3,5-диметилфеніл)-3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(1-мормоліно)-2,5-

дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.18) Вихід: 89%. Т. пл. 120-121
о
C. 

1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 2.27 (3H, c, CH3), 2.29 (6H, c, CH3), 3.63 (4H, м, 

СН2), 4.12 (4H, м, СН2), 6.93 (2H, c, Ar(2,6)-H), 7.02 (2H, c, Ar(4)-H), 7.14 (2Н, д, 

J=8.7, Ar(3’,5’)-H), 7.18 (2Н, д, J=8.7, Ar(2’,6’)-H). 

1-(2,4-диметилфеніл)-3-фенілсульфаніл-4-(1-піперидиніл)-2,5-дигідро-

1Н-2,5-піролдіон (3.19) Вихід: 77%. Т. пл. 135-136
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 1.6 (6H, м, СН2), 2.06 (3H, c, CH3), 2.31 (3H, c, CH3), 4.07 (4H, 

м, N-CH2), 7.05-7.35 (8H, м, Ar-H). 

1-(4-фторофеніл)-3-фенілсульфаніл-4-(4-фенілпіперазиніл)-2,5-дигідро 

-1Н-2,5-піролдіон (3.20). Вихід: 84%. Т. пл. 110-111
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 3.24 (4H, м, СН2), 4.27 (4H, м, СН2), 6.79 (1H, т, Ar(4’’)-H), 

6.92 (2H, д, Ar(2’’,6’’)-H), 7.15-7.45 (11H, м, Ar-H). 

3-(4-метилфеніл)сульфаніл-4-(3,4-диметилфеніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-

2,5-піролдіон (3.21). Вихід: 87%. Т. пл. 210-212
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-

d6), δ, м.ч.: 1.92 (3H, c, CH3), 2.11 (3H, c, CH3), 2.22 (3H, c, CH3), 6.74-6.82 (4H, 

м, Ar-H), 6.92 (1Н, д, J=8.4, Ar(5’’)-H), 6.99 (2H, д, J=7.8, Ar(2’,6’)-H), 9.77 (1H, 

c, NH), 10.87 (1H, c, NH). 

 

Доведено [97], що при взаємодії 3,4-дихлоро-N-H-малеїміду з 1,3 (S;N)-

динуклеофілами – 6-R3-3-тіоксо-2,3,4,5-тетрагідро-1,2,4-триазин-5-онами 

утворюються конденсовані циклічні сполуки 3-R
3
-7,8-дигідро-2Н,6Н-
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піроло[3’,4’:4,5][1,3]тіазоло[3,2-b][1,2,4]триазин-2,6,8-триони. Для синтезу 3.22-

3.23 використовували N-1-незаміщений дихлоромалеїмід. 

 

Загальна методика синтезу 7,8-дигідро-2Н,6Н-піроло [3’,4’:4,5][1,3]-

тіазоло[3,2-b][1,2,4]триазин-2,6,8-трионів 3.22-3.23 [97]. 

До розчину незаміщеного 3,4-дихлоромалеїміду (5 ммоль) в  20 мл сухого 

діоксану додали 5 ммоль відповідного 3-тіоксо-2,3,4,5-тетрагідро-1,2,4-триазин-

5-ону та 12 ммоль сухого триетиламіну. Реакційну суміш перемішували при 

кімнатній температурі 5 хвилин після цього кип’ятили 1 годину. Отриманий 

осад відфільтрували та висушували. 

 

3-метил-7,8-дигідро-2Н,6Н-піроло[3’,4’:4,5][1,3]тіазоло[3,2-b][1,2,4] 

триазин-2,6,8-трион 3.22. Вихід: 83%. Т. пл. >300
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-

d6), δ, м.ч.: 2.18 (3H, c, CH3), 9.88 (1H, шc, NH), 11.17 (1H, шc, NH). 

3-феніл-7,8-дигідро-2Н,6Н-піроло[3’,4’:4,5][1,3]тіазоло[3,2-b][1,2,4] 

триазин-2,6,8-трион 3.23. Вихід: 88%. Т. пл. >300
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-

d6), δ, м.ч.: 6.95-7,14 (3H, м, Ar(3’,4’,5’), 7.85 (2H, д, J=8.4, Ar(2’,6’)-H), 8.18 

(1H, шc, NH), 11.19 (1H, шc, NH). 

 

3.2. Синтез та вивчення протипухлинної активності нових похідних 3-

хлоро-4-аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону 

Мета нашої подальшої роботи полягала в синтезі похідних 2,5-

дигідропірол-2,5-діону (малеїміду) як N-H-, так і N-заміщених з варіюванням 

нуклеофільних замісників у 3-му і 4-му положеннях циклу та тестуванні їх на 

протипухлинну активність. Фактично, це спроба відійти від вже добре 

дослідженої 3,4-біс-індолілмалеїмідної структури та дослідити інші малеїмідні 

похідні. 

3.2.1. Синтез похідних 3-хлоро-4-аміно-2,5-дигідропірол-2,5-діону 

Загальна методика синтезу похідних 3-хлоро-4-аміно-2,5-дигідро-1Н-

2,5-піролдіонів 3.24-3.47 [95]. 
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До розчину 0,01 моль відповідного дихлормалеїміду у 50 мл 

ізопропілового спирту додавали 0,021 моль відповідного аміну і кип’ятили 

протягом 2 год, охолоджували, відфільтровували та промивали невеликою 

кількістю ізопропілового спирту і водою. Схему синтезу наведено на рис. 3.2. 

Одержані продукти були хроматографічно чисті, при необхідності 

перекристалізовувалися з ізопропілового або етилового спирту. Виходи сполук 

3.24-3.47 складали 79-92 %. 

 

1-бензил-3-хлоро-4-циклогексиламіно-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-діон 

(3.24). Вихід: 81%. Т. пл. 120-121 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 1.71 

м (6H, 3CH2), 1.96 м (4H, 2CH2), 3.64 м (1H, CH), 4.58 с (2H, CH2), 7.20-7.24 м 

(5H, Аr), 7.52 д (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(3-гідроксифеніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-

діон (3.25). Вихід: 83%. Т. пл. 180-181 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 

4.61 с (2H, CH2), 6.74 т (1H, Аr), 6.84 д (1H, Аr), 7.02-7.06 м (2H, Аr), 7.23-7.34 м 

(6H, Аr), 9.32 шс (1H, OH), 9.65 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2-метоксифеніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-

діон (3.26). Вихід: 89%. Т. пл. 171-172 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 

3.87 с (3H, OCH3), 4,63 с (2H, CH2), 7.03-7.10 м (3H, Аr), 7.17-7.26 м (5H, Аr), 

7.41 д (1H, J = 8.3 Hz, Аr), 9.76 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(3-метоксифеніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-

діон (3.27). Вихід: 87%. Т. пл. 168-169 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 

3.86 с (3H, OCH3), 4,62 с (2H, CH2), 6.74 т (1H), 7.04-7.11 м (2H, Аr), 7.20 м (5H, 

Аr), 7.40 с (1H, Аr), 9.78 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(4-метоксифеніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-

діон (3.28). Вихід: 85%. Т. пл. 171-172 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 

3.87 с (3H, OCH3), 4,61 с (2H, CH2), 7.14 д (2H, J = 8.3 Hz, Аr), 7.20-7.27 м (5H, 

Аr), 7.41 д (2H, J = 8.3 Hz, Аr), 9.76 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2-метокси-5-хлоро-феніламіно)-2,5-дигідро-1H-

пірол-2,5-діон (3.29). Вихід: 70%. Т. пл. 171-172 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-

d6), δ, м.д.: 3.85 с (3H, OCH3), 4,63 с (2H, CH2), 7.11-7.14 м (2H, Аr), 7.21-7.24 м 

(5H, Аr), 7.38 с (1H), 9.74 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2,4-диметоксифеніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-

2,5-діон (3.30). Вихід: 83%. Т. пл.  161-162 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, 
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м.д.: 3.87 с (3H, OCH3), 3.89 с (3H, OCH3), 4,61 с (2H, CH2), 7.19-7.24 м (2H, Аr), 

7.38 с (1H),  9.66 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2,5-диметоксифеніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-

2,5-діон (3.31). Вихід: 78%. Т. пл. 158-159 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, 

м.д.: 3.87 с (3H, OCH3), 3.89 с (3H, OCH3), 4,61 с (2H, CH2), 7.17-7.21 м (2H, Аr), 

7.44 с (1H), 9.66 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(3-метил-феніламіно)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-

діон (3.32). Вихід: 80%. Т. пл. 151-152 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 

2.11 с (3H, CH3), 4,61 с (2H, CH2), 7.01 с (1H), 7.10-7.14 м (3H, Аr), 7.19-7.23 м 

(5H, Аr), 96.4 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2,3,4,5-тетрагідрофуран-2-іл-метиламіно)-2,5-ди-

гідро-1H-пірол-2,5-діон (3.33). Вихід: 70 %. Т. пл. 120-121 ºC. 
1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 1.15 м (4H, 2CH2), 2.11 м (2H, 1CH2), 3.44 м (1H, 

CH), 3.88 д (2H, CH2), 4.48 с (2H, CH2), 7.18-7.22 м (5H), 7.42 д (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(піперидин-1-іл)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-діон 

(3.34). Вихід: 73%. Т. пл. 111-112 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 1.11 

м (6H, 3CH2), 2.11 м (4H, 2CH2), 4.46 с (2H, CH2), 7.17-7.21 м (5H). 

1-бензил-3-хлоро-4-(4-метил-піперазин-1-іл)-2,5-дигідро-1H-пірол-2,5-

діон (3.35). Вихід: 80%. Т. пл. 111-112 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 

1.23 м (4H, 2CH2), 2.15 м (4H, 2CH2), 2.64 с (3H, NCH3), 4.48 с (2H, CH2), 7.18-

7.22 м (5H, Аr). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2-диметиламіноетиламіно-1)-2,5-дигідро-1H-

пірол-2,5-діон (3.36). Вихід: 80%. Т. пл. 105-106 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-

d6), δ, м.д.: 1.15 т (2H, 1CH2), 2.11 т (2H, 1CH2), 3.12 д (6H, 2CH3), 4.48 с (2H, 

CH2), 7.18-7.22 м (5H, Аr), 7.52 т (1H, NH). 

1-бензил-3-хлоро-4-(2-(3,4-диметоксифеніл)етиламіно)-2,5-дигідро-1H-

пірол-2,5-діон (3.37). Вихід: 92%. Т. пл. 120-121 ºC. 
1
Н ЯMR (400MHz, DMSO-

d6), δ, м.д.: 2.12 т (2H, CH2), 2.23 т (2H, CH2), 3.37 с (3H, ОCH3), 3.42 с (3H, 

ОCH3), 4.49 с (2H, CH2), 7.19-7.24 м (5H, Аr), 7.74 т (1H, NH). 

 

3.2.2. Пошук сполук з протипухлинною активністю серед похідних 4-

аміно-2,5-дигідропірол-2,5-діону 3.24-3.62 

Синтезовані вище сполуки 3.24-3.62 тестували на пухлинних лініях 

клітин людини при п’яти різних концентраціях речовини (10
-8

-10
-4

 М) для 
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з’ясування найефективнішої концентрації. Біологічне тестування виконували у 

співробітництві з Американським Національним Інститутом раку (National 

Cancer Institute) (http://dtp.nci.nih.gov/index.html).  

На першому етапі робили прескринінг сполук на трьох лініях пухлинних 

клітин (рак молочної залози, рак легенів, ЦНС) при одній стандартній 

концентрації 10
-4

 М.  

Результати прескринінгу, хімічні структури (або назви) замісників R; R
1
; 

R
2
; R

3
; R

4
 сполук наведено в табл. 3.2. 

 

Таблиця 3.2 

Результати прескринінгу сполук 3.24-3.62 на протипухлинну активність 

Спо

лука 

Замісник Мітотична активність 

порівняно з контролем, 

% 

Висновок 

Рак 

молоч-

ної 

залози 

Рак 

товстого 

кишків-

ника 

Рак 

ЦНС 

 

3.24 R = CH2Ph; 

R
1 
= циклогексил 

125 119 113 Неактивна 

3.25 R = CH2Ph; 

R1= (3’-OH) С6H4 

1 4 18 Активна 

3.26 R = CH2Ph; 

R1 = (2’-OСН3) С6H4 

114 119 115 Неактивна 

3.27 R = CH2Ph; 

R1= (3’-OСН3) С6H4 

130 114 118 Неактивна 

3.28 R = CH2Ph; 

R
1 
= (4’-OСН3) С6H4 

137 114 126 Неактивна 

3.29 R = CH2Ph; 

R
1
= (2’-OСH3-5’-Cl) С6H3 

49 39 63 Неактивна 
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3.30 R = CH2Ph; 

R
1 
= (2’,4’-(OСH3)2) С6H3 

117 118 120 Неактивна 

3.31 R = CH2Ph; 

R
1 
= (2’,5’-(OСH3)2 С6H3 

94 109 105 Неактивна 

3.32 R = CH2Ph; 

NR
1 
= N-(2-OСH3) С6H3 

131 119 122 Неактивна 

3.33 R = CH2Ph; 

R
1

 = тетрагідро- фурфурол 

116 111 114 Неактивна 

3.34 R = CH2Ph; 

NHR
1
 = піперидин  

94 97 106 Неактивна 

3.35 R = CH2Ph; 

NHR
1
= (4’-N-CH3)-піперазин 

93 101 102 Неактивна 

3.36 R = CH2Ph; 

R1= СН2СН2N(СH3)2 

99 101 102 Неактивна 

3.37 R = CH2Ph; 

R
1 
= СН2СН2(3’,4’-(OСH3)2)С6H3 

96 91 120 Неактивна 

3.38 R = CH2Ph; 

R
1
= (2’-СООH) С6H4 

131 114 114 Неактивна 

3.39 R = CH2Ph; 

R
1
=(2’-СООEt) С6H4 

126 111 117 Неактивна 

3.40 R = CH2Ph; 

R
1 

= 1’,5’-(СH3)2-3’-оксо-2’-Ph-

2’,3’-дигідро-1Н-4’-піразоліл 

125 115 120 Неактивна 

3.41 R = CH2Ph; 

NHR1 = (4’-N-CH2Ph)-піперазин 

115 109 132 Неактивна 

3.42 R = CH2CH2Ph; 

R
1
= (2’-ОН) С6H4 

85 111 140 Неактивна 
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Продовження табл. 3.2
 

3.43 R = CH2CH2Ph; 

R
1
=(3’-Cl-4’-CH3) С6H3 

94 109 140 Неактивна 

3.44 R = CH2CH2Ph; 

R
1
= 3’-морфоліно- пропіл 

105 110 140 Неактивна 

3.45 R = CH2CH2Ph; 

R
1

 = тетрагідро- фурфурол 

107 104 126 Неактивна 

3.46 R = CH2CH2Ph; 

R
1

 = 2-піридилметил 

103 98 113 Неактивна 

3.47 R = Ph; 

R
1
=4’-(N-(4’’-OCH3-C6H4)) 

бензамід 

123 117 115 Неактивна 

3.48 R = H; 

R
1

 = (3’-ОН) С6H4 

63 61 73 Неактивна 

3.49 R = Н; 

R
1

 = (4’-ОPh) С6H4 

64 67 76 Неактивна 

3.50 R = H; 

NHR
1 
= тетрагідро- ізохінолін 

127 100 129 Неактивна 

3.51 R = Н; 

R
1

 = 4’-бензен- сильфон амід 

109 103 138 Неактивна 

3.52 R = Н; 

NHR
1
=(4’-N-CH2Ph) –піперазин 

123 100 144 Неактивна 

3.53 R = Н; R
2
 = CH3 

R
1
 = (3’,4’-(CH3)2)С6H3; 

117 93 128 Неактивна 

3.54 R = CH2Ph; 

R3= 2’-тіофен 

77 99 92 Неактивна 

3.55 R = Ph; 

R3= H 

89 105 103 Неактивна 

3.56 R = (3’-Cl-4’-CH3)- С6H3; 

R3= CH3 

111 99 131 Неактивна 
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3.57 R = Ph; 

R3= Ph 

118 107 118 Неактивна 

3.58 R = Ph; 

R3= 2’-тіено 

106 109 138 Неактивна 

3.59 R = (4’-OCH3) С6H4 121 111 142 Неактивна 

3.60 R = H 62 88 44 Неактивна 

3.61 R = CH2Ph; 

R4= H 

100 105 106 Неактивна 

3.62 R = CH2Ph; 

R4= CH3 

124 117 115 Неактивна 

 

Сполука 3.25 (рис. 3.3) успішно пройшла етап прескринінгу, для неї 

тотальна мітотична активність усіх трьох культур клітин склала менше 32 % 

порівняно з контролем. Цю сполуку було відібрано для подальшого тестування 

на 56 пухлинних лініях клітин людини (табл. 3.3). 



70 

 

Таблиця 3.3 

Перелік пухлинних клітин, використаних у біологічних тестах для сполуки 3.25 

Клітинні лінії 

Лейке

мія 

Рак 

легенів 

Рак 

товстої 

кишки 

Рак 

ЦНС 

Мела

нома 

Рак 

яєчн

иків 

Рак 

нирок 

Рак 

проста

ти 

Рак 

молочної 

залози 

CCRF-

CEM 

A549/A

TCC 

COLO2

05 

SF-

268 

MAL

ME-

3M 

IGR

OV1 

786-0 PC-3 MCF7 

HL-60 

CTB 

EKVX HCT-

15 

SF-

295 

MI4 OVC

AR-3 

ACH

N 

DU-145 NCI/ADR

-RES 

K-562 HOP-

62 

HCT-

116 

SF-

539 

SK-

MEL-

2 

OVC

AR-4 

CAKI

-1 

- MDA-

MB-

231/ATC

C 

MOLT

-4 

HOP-

92 

HT-29 SNB

-19 

SK-

MEL-

28 

OVC

AR-5 

RXF3

93 

- HS578T 

RPMI-

8226 

NCI-

H226 

KM12 SNB

-75 

SK-

MEL-

5 

SK-

OV-

3 

SN12

C 

- MDA-

MB-435 

SR NCI-

H23 

SW-

620 

U251 UAC

C-257 

OVC

AR-8 

TK-10 - T-47D 

- NCI-

H322M 

- - LOXI

MVI 

- CO-31 - - 

- NCI-

H460 

- - UAC

C-62 

- - - - 

Для тестованого ряду 39 похідних 2,5-дигідро- пірол-2,5-діону 

(малеїміду) можна зробити деякі висновки стосовно залежності 

протипухлинної активності від структури сполуки. 
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 Рис. 3.3. Хімічна структура активної сполуки 3.25 

 

Якщо в третьому положенні малеїмідного циклу сполуки 3.25 замість м-

гідроксианілінового фрагмента знаходиться залишок первинного або 

вторинного аліфатичного аміну (сполуки 3.24, 3.33--3.37, 3.41), то активність 

відсутня. Заміна гідроксильної групи в структурі 3.25 на метокси-групу 

(сполука 3.27) спричинює втрату активності. Наявність метокси-групи у 

положенні 4’ (сполука 3.28) або в положенні 2’ (сполука 3.26) також веде до 

втрати активності. 2’,4’-Диметокси- (сполука 3.30) та  2’,5’- диметоксипохідні 

(сполука 3.31) теж не мають активності. Для сполуки 3.29 (N-CH2Ph; 2-ОСН3,5-

С1) мітотична активність на клітинах раку легенів становить 39%, тобто 

мітотична активність порівняно з контролем пригнічується на 61%. Сполука 

3.48, у якій відсутній бензильний замісник вположенні 1 малеїмідного циклу, а 

в положенні 3, як і в структурі 3.25, знаходиться залишок м-гідроксианіліну, 

лише незначно пригнічує мітотичну активність, тому є підстави вважати, що N-

бензильний замісник малеїмідного циклу є критичним. Продукти анелювання 

гетероциклічних систем по грані [с] малеїмідного циклу (сполуки 3.54-3.59, 

3.61, 3.62) не мають протипухлинного ефекту. 

Отже, біологічне тестування на протипухлинну активність 39 похідних 

2,5-дигідропірол 2,5-діону (малеїміду) показало, що сполука 1-бензил-3-хлоро-

4-(3-гідроксіаніліно)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.25) виявила 

протипухлинну активність у мікромолярній концентрації. Для сполуки 3.25 

знайдено: GI50 = 2,68 мкМ, LC50= 31,7 мкМ (клітинна лінія MDA-MB-435 (рак 
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молочної залози)); GI50 = 3,35 мкМ, LC50 = 37,6 мкМ (клітинна лінія 0VCAR-3 

(рак яєчників)); GI50= 6,75 мкМ, 44,5 мкМ (клітинна лінія NCI-H23 (рак 

легенів)). 

Результати тестування сполуки 3.25 на 56 лініях пухлинних клітин 

представлено в табл. 3.4. 

Таблиця 3.4 

Результати тестування сполуки 3.25 на 56 лініях пухлинних клітин людини 

(наведено результати досліджень з LC50< 60 мкМ)  

Пухлинна клітинна лінія GI50, мкМ TGI, мкМ LC50, мкМ 

KM12 (рак товстого кишківника) 10,8 25,3 59,3 

LOX IMVI (меланома) 11,2 25,7 59,0 

OVCAR-5 (рак яєчників) 17,4 32,0 58,9 

SNB-19 (рак ЦНС) 11,8 26,3 58,6 

SN12C (рак нирок) 13,2 27,5 57,2 

MALME-3M (меланома) 18,3 32,6 58,1 

HCT-116 (рак товстого кишківника) 6,54 21,8 55,6 

DU-145 (рак передміхурової залози) 14,9 28,1 53,0 

UACC062 (меланома) 11,3 24,3 52,4 

HOP-62 (рак легенів) 12,6 25,7 52,1 

SF-539 (рак ЦНС) 12,6 25,4 51,3 

SK-MEL-5 (меланома) 8,67 21,4 47,5 

NCI-H23 (рак легенів) 6,75 19,8 44,5 

OVCAR-3 (рак яєчників) 3,35 12,1 37,6 

MDA-MB-435 (рак молочної залози) 2,68 8,37 31,7 

 

Примітка: GI50 - концентрація досліджуваної речовини, за якої ріст пухлинних 

клітин зменшується вдвічі порівняно з контролем; TGI–концентрація, за якої 

росту пухлинних клітин не спостерігається; LC50–концентрація, при якій 

половина пухлинних клітин гине. 
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Таким чином, у результаті біохімічного тестування серії досліджуваного 

класу сполук – N-арил- та N-алкіл-3-хлоро-4-аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-

піролдіонів – знайдено протипухлинну активність у сполуки 3.25 по 

відношенню до деяких клітинних ліній раку людини з мікромолярними 

значеннями GI50. Далі нами було запропоновано оптимізувати хімічну 

структуру сполуку 3.25 трьома шляхами з варіюванням замісників у 

фрагментах А, В та С малеїмідного циклу (рис. 3.4) для пошуку бідьш активних 

сполук. 

. 

N N
H

O

O Cl

OH

2.1

A B

C
 

 

Рис. 3.4. Структурні фрагменти А, В та С сполуки 3.25 
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3.3. Синтез та вивчення протипухлинної активності нових похідних 4-(3-

гідроксифеніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону 

3.3.1. Синтез похідних 3-хлоро-4-(3-гідроксифеніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-

піролдіону 

 Проведено хімічну оптимізацію сполуки-лідера, 1-бензил-3-хлоро-4-(3-

гідроксифеніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону, шляхом синтезу похідних з 

варіюванням замісників у положеннях 1 і 3 малеїмідного циклу та тестування їх 

на протипухлинну активність. Синтезовано (схема 3.4) і тестовано на 

протипухлинну активність 14 похідних 3-заміщених-4-(3-гідроксифеніл)аміно-

2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону 3.63-3.73, 3.74-3.76. 

 Синтез похідних 3-хлоро-4-(3-гідроксифеніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-

піролдіону (3.63-3.73) проводили за описаною для сполук 3.24-3.47 методикою. 

Виходи склали 70-92 %. 

 Загальна методика синтезу 1-Бензил-4-(3-гідроксифеніл)аміно-3-(4-

R
1
-фенілсульфаніл)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіонів (3.74-3.76). 

До розчину 1 г (3 ммоль) сполуки 3.25 у 15 мл діоксану додавали 3,5 

ммоль відповідного тіофенолу або 2-меркапто-4,6-диметилпіримідину та 3,5 

ммоль триетиламіну. Суміш кип’ятили протягом 3 год, розчинник 

випаровували у вакуумі, сухий залишок перекристалізовували із спирту. 

Виходи сполук 3.74-3.76 були відповідно 79, 82 та 75%. 

Схема 3.4 

N

O

Cl

ClO

R
OHN

2
H

N

O Cl

O

R N

OH

N

O

O

N

Cl

OH

O

O

N

O

O

N

S

OH

R

SH SH

Cl
N

NSH

+ i-PrOH

+ HS-R3

N(Et)3

HS-R3 = 
; ;

3.1b-3.12b 3.25, 3.63-3.73

3.25
3.74-3.76

3
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3.3.2. Одностадійний («одноколбовий») метод синтезу похідних N-

бензил-4-ариламіно-3-арилсульфаніл-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону 

 

Одночасно з описаним вище традиційним постадійним методом нами 

запропоновано ефективний та зручний одностадійний («одноколбовий») метод 

синтезу похідних N-бензил-4-ариламіно-3-арилсульфаніл-2,5-дигідро-1Н-2,5-

піролдіону шляхом послідовного додавання відповідних компонентів: анілінів 

та тіофенолів (схема 11). Цим методом значно спрощується процедура та 

підвищується ефективність препаративного синтезу: прибирається одна стадія, 

збільшується загальний вихід продуктів реакції та скорочується час одержання 

кінцевого продукту, порівняно зі стандартним двостадійним методом. 

Схема 3.5 

 

N

O

O

N
H

S R

OH

N

O

O

N
H

Cl

OH

c

N

O

O Cl

Cl
NH

2 OH
1.1eq.HSR3

Dioxan,
NEt3,100oC, 1h

2eq.

Dioxan,
100oC,1h

68-79%

3.25
1.1

3

R3 = -Ph, -C6H4(4-Cl), 2-(4,6-dimethyl)pyrimidyl

3.74-3.76

 
 

«Одноколбовий» (one-pot) метод синтезу похідних N-бензил-4-(3-

гідроксифеніл)аміно-3-(сульфаніл)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону (3.74-

3.76). 

До розчину 5 ммоль N-бензил-3,4-дихлоромалеїміду в 20 мл сухого 

діоксану додали 10 ммоль відповідного аніліну та кип”ятили протягом 1 

години. Без виділення проміжного продукту до реакційної суміші додали 5,5 

ммоль відповідного тіофенола та 5,5 ммоль триетиламіну та кип”ятили ще 

протягом 1 години. Реакційну суміш охолоджували та відфільтровували. Осад 

промивали 20 мл гарячого ізопропанолу та висушували. Загальні виходи сполук 

(3.74-3.76) склали відповідно 79, 77 та 68%. 
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Показано, що цей метод збільшує загальний вихід продукту на 10-25% та 

значно зменшує час процесу, порівняно зі стандартним двостадійним синтезом. 

3.3.3. Новий метод синтезу похідних N-бензил-3-ариламіно-2,5-

дигідро-1Н-2,5-піролдіону 

 

Під час оптимізації умов синтезу ми отримали цікаві результати. Так при 

додаванні надлишку 2,5-3 еквівалентів тіофенолу до сполук загальної 

структури ІІ спочатку спостерігалося утворення сполук структури ІІІ, а потім - 

структури  ІV, що підтверджуються даними ЯМР та хромато-мас спектроскопії, 

а також доведена ідентичність структури сполук методом зустрічного синтезу 

через 3-хлоромалеїміди.. Таким чином запропоновано метод синтезу 4-

незаміщених похідних 3-ариламіно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону загальної 

структури IV з фактичним відновленням атому Хлору в 3-положенні 

малеїмідного циклу (Схема 3.5). В кінцевій реакційній суміші ідентифіковано 

дифенилдисульфід. 

Схема 3.5 

N

O

O

N
H

S

R

N

O

O

N
H

Cl

R R N

O

O

N
H

H

R

2.5eq.HS-C6H4-4-R3

NEt3, Dioxan,

1000C,3h
III

48-63%
R1 - H, Alk, Hal, OAlk, OH
R3 - H, CH3, Cl

IV

1

11

3

II

3.97-3.101  
Загальний метод синтезу похідних N-бензил-3-ариламіно-2,5-дигідро-

1Н-2,5-піролдіону. 

До розчину 5 мМ N-бензил-3,4-дихлоромалеїміду в 10 мл сухого діоксану 

додали 11 мМ відповідного аніліну та кип”ятили протягом 1 години. До 

реакційної суміші додали 15 мМ відповідного тіофенола та 15 мМ триетиламіну 

та кип”ятили ще протягом 2 годин. Реакційну суміш охолоджували та додавали 

по 10 мл ізопропанолу та води. Осад відфільтровували, промивали 20 мл 

ізопропанолу та висушували. Виходи склали 46-58%. 

1-бензил-3-(3-гідроксифеніл)аміно-1Н-дигідропірол-2,5-діон (3.97). 

Вихід: 58 %, Т. пл. 158-159 ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 4,60 с (2H, 
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CH2), 5.50 с (1H, CH), 6.84 т (Ar, 1H), 7.04-7.11 м (Ar, 2H), 7.25-7.27 м (Ar, 5H), 

7.28 с (1H), 8.23 шс (1H, ОH), 10.01 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-(2-гідроксифеніл)аміно-1Н-дигідропірол-2,5-діон (3.98). 

Вихід: 57 %, Т. пл. 163-164ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 4,63 с (2H, 

CH2), 5.51 с (1H, CH), 6.30-7.00 м (Ar, 4H), 7.25-7.28 м (Ar, 5H), 8.22 шс (1H, 

ОH), 10.00 шс (1H, NH). 

1-бензил-3-(3-трифторометилфеніл)аміно-1Н-дигідропірол-2,5-діон 

(3.99). Вихід: 56%, Т. пл. 169-170ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 4,61 с 

(2H, CH2), 5.64 с (1H, CH), 7.20-7.45 м (Ar, 5H), 7.50-7.80 м (Ar, 4H), 9.96 шс 

(1H, NH). 

1-бензил-3-(3,5-дихлорофеніл)аміно-1Н-дигідропірол-2,5-діон (3.100). 

Вихід: 53%, Т. пл. 176-177ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 4,65 с (2H, 

CH2), 5.95 с (1H, CH), 7.20-7.37 м (Ar, 7H), 7.45- с (Ar, 1H), 9.92 шс (1H, NH). 

1-феніл-3-(4-хлорофеніл)аміно-1Н-дигідропірол-2,5-діон (3.101). Вихід: 

46%, Т. пл. 176-177ºC. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.д.: 4,63 с (2H, CH2), 

5.94 с (1H, CH), 7.22-7.37 м (Ar, 7H), 7.65 д (Ar, 2H), 9.90 шс (1H, NH). 

Таким чином розроблено новий метод синтезу сполук класу 3-ариламіно-

2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону, які утворюються внаслідок дії надлишку 

тіофенолу на 3-арилсульфaнільні похідні 4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-

піролдіону. 

 

3.3.4. Взаємозв’язок протипухлинної активності зі структурою нових 

похідних 4-(3-гідроксифеніл)аміно-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону 

Синтезовані сполуки 3.63-3.76 тестували спільно з Американським 

Національним Інститутом раку (NCI). 

 На першому етапі виконували прескринінг сполук на трьох лініях 

пухлинних клітин (рак молочної залози, рак легенів, рак центральної нервової 

системи) при одній стандартній концентрації речовини – 10
-4

 М.  

 Результати прескринінгу, хімічні структури (або назви) замісників R; R
1 

сполук 3.25, 3.63-3.76 подано в табл. 3.5. 



78 

 

 Таблиця 3.5 

Результати прескринінгу сполук 3.25, 3.63-3.76 на протипухлинну 

активність  

 

 

Cполу

ки 

 

 

Замісник 

Мітотична активність 

порівняно з контролем, % 

 

 

 

Висновок 

Рак 

молочної 

залози 

Рак 

леге-

нів 

Рак 

центр-ної 

нерв.сист. 

3.25 R = CH2Ph 1 4 18 Активна 

3.63 R = CH2CH2Ph 57 19 71 Активна 

3.64 R = H 63 61 73 Неактивна 

3.65 R = (4’-OCH3) С6H4 89 46 99 Неактивна 

3.66 R = (2’-Cl) С6H4 89 28 76 Активна 

3.67 R = (3’-Cl) С6H4 15 1 20 Активна 

3.68 R = (4’-Cl) С6H4 68 44 64 Неактивна 

3.69 R = (2’,3’-Cl2) С6H3 1 1 11 Активна 

3.70 R = (2’,4’-Cl2) С6H3 1 1 5 Активна 

3.71 R = (3’,4’-Cl2) С6H3 1 1 1 Активна 

3.72 R = (3’-Cl-4’-CH3) С6H3 1 1 1 Активна 

3.73 R = (2’-OCH3-5’-Cl) С6H3 27 11 24 Активна 

3.74 R1 = Ph 2 0 3 Активна 

3.75 R1 = (4’-Cl) С6H4 1 0 0 Активна 

3.76 R1 = -2-(4’,6’-(CH3)2)-

піримідин 

78 68 87 Неактивна 

 

Сполуки 3.63, 3.66, 3.67, 3.69-3.73, 3.74, 3.75 успішно пройшли етап 

прескринінгу. Для них тотальна мітотична активність хоча б для однієї з трьох 

клітинних ліній була менше, ніж 32%, порівняно з контролем.  
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Ці сполуки було відібрано для подальшого тестування на 56 лініях 

ракових клітин людини при п’яти різних концентраціях речовини (10
-8

-10
-4

 М) 

(табл. 3.6, 3.7). 

Таблиця 3.6 

Результати тестування сполук 3.25, 3.63, 3.68, 3.69, 3.70 та 3.71 на деяких 

пухлинних лініях клітин людини 

Пухлинна лінія 

клітин 

Актив 

ність 

Концентрація сполук, мкМ 

3.25 3.63 3.66 3.68 3.69 3.70 3.71 

CCRF-CEM 

(лейкемія) 

GI50 8,98 12,6 1,48 10,7 8,38 17,5 25,2 

TGI 49,1 69,4 19,6 31,8 50,04 46,9 74,6 

LC50 >100 >100 >100 94,9 >100 >100 >100 

K-562 (лейкемія) GI50 5,45 16,8 25,0 29,8 13,5 22,0 25,5 

TGI >100 63,9 63,2 79,0 29,6 58,1 >100 

LC50 >100 >100 >100 >100 64,6 >100 >100 

MOLT-4 

(лейкемія) 

GI50 5,61 9,4 15,8 23,0 2,31 7,32 15,1 

TGI 72,7 59,0 38,1 71,4 11,8 33,0 >100 

LC50 >100 >100 91,4 >100 53,1 >100 >100 

RPMI-8226 

(лейкемія)  

GI50 6,08 5,03 10,4 12,8 1,56 7,32 15,9 

TGI 29,8 37,6 35,1 34,3 16,2 33,0 57,7 

LC50 >100 >100 >100 92,0 57,4 >100 >100 

SR 

(лейкемія) 

GI50 3,37 4,61 7,00 27,0 0,57 2,76 14,2 

TGI 22,3 64,3 40,2 >100 10,3 26,9 67,0 

LC50 >100 >100 >100 >100 48,3 >100 >100 

HOP-92 

(рак легенів) 

GI50 12,9 15,9 - - 0,26 - 21,8 

TGI 30,0 36,4 - - 5,91 - 70,5 

LC50 69,8 83,5 - - >100 - >100 

RXF 393 (рак 

нирок) 

GI50 6,11 25,9 7,87 25,5 18,4 17,0 14,5 

TGI 23,4 71,4 41,2 >100 42,4 67,3 42,2 

LC50 66,3 >100 >100 >100 97,5 >100 >100 
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Продовження табл. 3.6 

TK-10  

(рак нирок) 

GI50 17,6 23,1 >100 >100 20,2 >100 25,7 

TGI 34,1 48,4 >100 >100 80,0 >100 63,8 

LC50 66,2 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

MCF7 (рак 

молочної залози) 

GI50 16,4 14,4 29,8 36,0 13,7 19,8 25,1 

TGI 38,5 33,6 >100 >100 42,7 63,3 85,1 

LC50 89,9 78,2 >100 >100 >100 >100 >100 

T-47D (рак 

молочної залози) 

GI50 12,7 40,5 32,3 67,2 16,8 43,6 41,0 

TGI 38,9 >100 >100 >100 86,3 >100 >100 

LC50 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

CAKI-1 (рак 

нирок) 

GI50 11,9 22,5 40,3 49,9 3,14 12,9 22,8 

TGI 26,9 56,3 >100 >100 20,2 45,0 59,1 

LC50 60,8 >100 >100 >100 62,3 >100 >100 

OVCAR-3 

(рак яєчників) 

GI50 3,35 15,4 21,5 22,3 0,01 - 17,9 

TGI 12,1 34,3 48,5 64,1 0,75 32,3 36,4 

LC50 37,6 76,1 >100 >100 28,2 75,3 74,1 

MDA-MB-

231/ATCC (рак 

молочної залози) 

GI50 10,4 23,3 5,68 35,8 12,3 23,3 - 

TGI 31,4 44,4 42,4 >100 34,2 77,5 - 

LC50 94,3 84,5 >100 >100 95,2 95,2 - 

HS 578T (рак 

молочної залози) 

GI50 15,3 17,5 21,0 29,3 1,71 - 20,5 

TGI 46,8 40,5 77,7 >100 14,4 - 54,3 

LC50 >100 93,9 >100 >100 55,9 - 95,2 

 

Для тестованого ряду 14 похідних 3-хлоро-4-(3-гідроксианіліно)-2,5-

дигідро-1Н-2,5-піролдіону (сполуки 3.63-3.73, 3.74-3.76) можна зробити деякі 

висновки щодо взаємозв’язку хімічної структури речовини з її активністю 

(табл. 3.6, 3.7). Заміна бензильного замісника у базовій активній структурі 3.25 

(R = CH2Ph) на фенетильний, тобто подовження на ще одну метиленову групу, 

значно зменшує цитотоксичну активність (R = CH2CH2Ph, сполука 3.63) майже 
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на всіх досліджуваних пухлинних клітинних лініях. Відсутність замісника в 

положенні 1 малеїміду призводить до втрати активності (R = H, сполука 3.64). 

Серед 1-арилзаміщених похідних наявність замісника в пара-положенні арилу 

як донорного (R=(4’-OCH3)-C6H4), сполука 3.65), так і акцепторного (R=(4’-Cl)-

C6H4), сполука 3.68), спричинює втрату активності. Сполуки 3.66, 3.67, що 

містять атом Хлору в орто- або мета-положенні арилу, мають меншу 

цитотоксичну активність, ніж дихлорзаміщені похідні. Для клітинної лінії 

CCRF-CEM (лейкемія) із усіх досліджуваних сполук найбільший ефект 

продемонструвала сполука 3.66 (GI50 = 1,48 мкМ, TGI = 19,6 мкМ). Серед 

дихлоро-заміщених похідних найвищу активність на декількох клітинних лініях 

виявлено у 2,3-дихлорофенільного похідного (сполука 3.69): GI50 = 0,57 мкМ, 

TGI = 10,3мкМ, LC50 = 48,3 мкМ (SR, лейкемія); GI50 = 0,26 мкМ, TGI = 

5,91мкМ, LC50 = 100мкМ (НОР-92, рак легенів); TGI = 0,75мкМ, LC50 = 

28,2мкМ (OVCAR-3, рак яєчників). 2,4-Дихлор- та 3,4-дихлорофенільні похідні 

(сполуки 3.70, 3.71) мають значно менший цитотоксичний вплив на клітини 

пухлини. 

 Для клітинної лінії RXF 393 (рак нирок) найкращий результат показала 

сполука 3.72 – 3-хлоро-4-метилфенільне похідне: GI50 для неї становить 0,55 

мкМ, TGI = 22,2мкМ, LC50 = 62,9мкМ. Отже, наявність у пара-положенні арилу 

метильної групи значно підсилила цитотоксичний ефект порівняно з 3-

хлорофенільним похідним. 

 Заміщення атома Хлору у третьому положенні малеїмідного циклу 

базової активної структури 3.25 на 2-тіо-4,6-диметилпіримідин (сполука 3.76) 

спричинює втрату протипухлинної активності. Нуклеофільне заміщення атому 

Хлору на тіофеноли (сполуки 3.74, 3.75) підвищує цитотоксичну дію на клітини 

пухлин. Протипухлинна активність зростає при введенні залишку незаміщеного 

тіофенолу (3.74) на відміну від 4-хлорозаміщеного (3.75).   
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Таблиця 3.7 

Результати тестування сполук 3.72-3.75 на деяких пухлинних лініях 

клітин людини 

 

Пухлинна лінія клітин Актив 

ність 

Концентрація сполук, мкМ 

3.72 3.73 3.74 3.75 

CCRF-CEM (лейкемія) GI50 18,5 14,15 1,88 4,08 

TGI 46,7 43,8 10,1 34,8 

LC50 >100 >100 33,5 >100 

K-562 (лейкемія) GI50 18,9 18,5 3,71 3,81 

TGI 52,8 46,2 17,1 29,6 

LC50 >100 >100 47,8 >100 

MOLT-4 

(лейкемія) 

GI50 3,13 15,4 2,78 3,05 

TGI 21,2 49,4 12,3 28,3 

LC50 >100 >100 40,1 >100 

RPMI-8226 

(лейкемія)  

GI50 3,95 7,01 1,36 2,23 

TGI 28,6 32,3 4,07 7,42 

LC50 >100 >100 15,5 >100 

SR 

(лейкемія) 

GI50 8,07 13,8 4,74 3,41 

TGI 30,4 54,5 21,2 14,1 

LC50 >100 >100 71,2 >100 

HOP-92 

(рак легенів) 

GI50 15,7 - - 4,73 

TGI 37,6 - - 30,7 

LC50 89,8 - - >100 

RXF 393 (рак нирок) GI50 0,55 7,36 5,07 3,90 

TGI 22,2 29,0 25,6 21,2 

LC50 62,9 94,6 >100 >100 
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Продовження табл. 3.7 

TK-10  

(рак нирок) 

GI50 18,5 11,3 0,01 16,7 

TGI 33,4 31,9 16,8 31,8 

LC50 >100 89,8 63,0 60,7 

MCF7 (рак молочної 

залози) 

GI50 6,16 19,2 6,87 5,86 

TGI 32,0 41,5 22,8 >100 

LC50 >100 89,5 64,1 >100 

T-47D (рак молочної 

залози) 

GI50 49,6 22,6 1,84 29,1 

TGI >100 >100 19,9 >100 

LC50 >100 >100 >100 >100 

CAKI-1 (рак нирок) GI50 17,0 19,2 21,6 18,6 

TGI 34,6 55,2 55,2 38,9 

LC50 70,3 >100 >100 81,1 

OVCAR-3 

(рак яєчників) 

GI50 15,3 11,5 4,83 10,6 

TGI 28,9 36,5 19,9 28,2 

LC50 54,7 >100 60,1 75,2 

MDA-MB-231/ATCC 

(рак молочної залози) 

GI50 - - - - 

TGI - 29,2 - - 

LC50 - 81,6 - - 

HS 578T (рак молочної 

залози) 

GI50 17,4 15,8 11,5 13,3 

TGI 42,1 46,2 43,8 58,1 

LC50 >100 >100 >100 >100 

 

Сполука 3.74 показала найкращу активність серед тестованих сполук на 

декількох пухлинних клітинних лініях: GI50 = 0,01 мкМ, TGI = 16,8мкМ, LC50 = 

63мкМ (TK-10, рак нирок); GI50 = 1,36 мкМ, TGI = 4,07мкМ, LC50 = 15,5мкМ 

(RPMI-8226, лейкемія); GI50 = 1,84 мкМ, TGI = 19,9мкМ, LC50 = 100мкМ (Т-

47D, рак молочної залози).  

Отже, шляхом хімічної оптимізації  структури  3.25 – 1-бензил-3-хлоро-4-

(3-гідроксианіліно)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіону, а саме – варіюванням 
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замісників у положеннях N-1 і С-3 малеїмідного циклу синтезовано і тестовано 

14 сполук. Три сполуки 1-(2,3-дихлорофеніл)-3-хлоро-4-(3-гідроксифеніл-

аміно)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.69), 1-(3-хлоро-4-метил-феніл)-3-хлоро-

4-(3-гідроксифеніл-аміно)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.72)  та 1-бензил-)-3-

фенілсульфаніл-4-(3-гідроксифеніл-аміно)-2,5-дигідро-1Н-2,5-піролдіон (3.74) 

виявилися перспективними. Вони пригнічують ріст деяких пухлинних 

клітинних ліній із значеннями GI50 у наномолярних концентраціях речовин. 

 

3.4. Синтез нових похідних 1-бензил-3-хлоро-4-ариламіно-2,5-дигідро-

1H-2,5-піролдіону та вивчення їхньої протипухлинної активності 

Для оптимізації структури 1-бензил-3-хлоро-4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-

2,5-піролдіону синтезували низку похідних з різними замісниками (R
1
-R

5
) у 

фенільному та аніліновому кільцях (табл. 3.8) за аналогічними для сполук 3.24 

- 3.29 методиками. 

Таблиця 3.8 

Похідні 1-бензил-3-хлоро-4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону 

N

N
H

O

O

Cl R1

R2

R3
R4

R5

 

Сполука  R
1
 R

2
 R

3
 R

4
 R

5
 

3.77 Br H H H F 

3.78 OH H H H F 

3.79 Cl H H H F 

3.80 OH CH3 H H F 

3.81 F H H H F 
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3.82 OEt H H H F 

3.83 I H H H F 

3.84 H OEt H H F 

3.85 OH H H H COOCH3 

3.86 OH CH3 H H COOCH3 

3.87 Cl H H H COOCH3 

3.88 Cl H H OH COOCH3 

3.89 Cl H H CH3 COOCH3 

3.90 Cl H Cl H COOCH3 

3.91 CH3 H H OH COOCH3 

3.92 OH CH3 H H OCH3 

3.93 I H H H OCH3 

3.94 OH H H H COOC3H7 

3.95 Br H H H 
N

N
H

Br

O

O
Cl  

3.96 F H H H 
N

N
H

F

O

O
Cl

 

Синтезовані 20 похідні було протестувало у компанії «Унібіоскрин» 

(Бельгія) на цитотоксичність на 6 пухлинних лініях клітин людини у діапазоні 

коцентрацій від 10
-5

 до 10
-9

 М. Усереднені дані з впливу тестованих сполук на 

усі 6 клітинних ліній наведено у табл. 3.9. 

Таблиця 3.9 

Загальна цитотоксична активність похідних 1-бензил-3-хлоро-4-

ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону у пухлинних клітинах людини 
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Сполука 

Концентрації (М)  

ІС50 

(М) 

10
-5

 5*10
-6

 10
-6

 5*10
-7

 10
-7

 5*10
-8

 10
-8

 5*10
-9

 10
-9

 

3.77 33.8±2.6 54.7±3.7 93.2±6.4 90.4±6.0 98.2±4.3 90.9±4.2 96.1±5.4 91.5±5.4 64.8±2.8 10
-5

, 

5*10
-6

 

3.78 51.2±6.8 71.3±5.5 86.0±1.6 80.7±5.8 81.0±4.6 75.5±4.17 73.1±6.5 72.1±9.7 57.1±8.8 >10
-5

 

3.79 38.6±2.3 67.7±5.4 100.2±6.0 102.3±8.3 98.6±5.4 99.7±4.8 109.5±6.8 97.0±3.8 92.8±14.1 10
-5

, 

5*10
-6

 

3.80 81.0±5.4 87.8±9.0 96.0±5.5 95.5±7.3 92.6±5.8 83.6±5.3 83.8±6.5 84.2±3.6 67.9±4.6 >10
-5

 

3.81 31.2±5.6 55.4±7.2 94.1±8.1 94.9±10.4 83.5±10.5 92.2±3.5 96.6±10.0 90.5±4.17 83.6±11.0 10
-5

, 

5*10
-6

 

3.82 94.6±9.5 95.2±8.8 103.0±9.1 101.3±10.5 104.5±9.4 114.8±10.7 118.5±9.8 116.2±9.2 102.7±12.0 >10
-5

 

3.83 52.7±7.6 84.6±11.2 112.2±8.0 122.4±8.8 122.9±7.9 117.2±9.0 114.9±7.2 103.4±4.17 104.6±10.1 >10
-5

 

3.84 115.2±6.3 121.6±6.6 135.4±7.8 133.3±8.2 120.4±7.7 119.8±9.1 119.0±14.3 95.9±8.1 98.7±7.3 >10
-5
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3.85 53.4±9.4 71.6±12.2 138.5±9.2 125.2±9.1 130.7±8.6 124.9±10.9 124.9±11.1 105.6±8.2 91.3±10.5 >10
-5

 

3.86 116.9±11.0 114.5±8.4 122.3±9.3 110.5±11.8 116.8±6.4 116.8±7.9 103.7±8.8 95.3±4.8 82.4±8.4 >10
-5

 

3.87 99.4±7.2 109.4±8.9 118.4±8.3 119.1±9.1 116.2±6.7 120.5±11.1 118.3±6.3 101.0±6.0 88.1±5.9 >10
-5

 

3.88 123.2±6.2 114.7±4.8 116.1±4.6 116.2±4.1 112.6±2.8 111.2±3.0 118.3±3.6 111.2±5.8 116.7±5.9 >10
-5

 

3.89 50.8±9.0 76.8±12.0 123.5±4.3 118.0±4.7 124.5±3.9 115.0±2.4 118.6±5.5 114.1±5.0 108.0±3.0 >10
-5

 

3.90 106.8±1.9 116.2±3.4 116.3±5.3 123.1±4.17 126.2±7.2 128.2±4.17 120.2±5.9 116.9±4.4 117.1±6.6 >10
-5

 

3.91 120.7±4.3 114.1±5.3 127.0±4.8 119.5±6.9 118.7±6.5 109.5±4.7 110.0±7.0 109.5±3.9 108.1±6.3 >10
-5

 

3.92 85.5±4.4 105.4±6.9 118.8±4.1 120.2±4.8 119.2±3.2 123.1±4.1 118.2±3.4 124.4±3.8 118.7±6.7 >10
-5

 

3.93 58.4±7.4 89.9±5.5 113.0±3.8 113.7±6.5 108.9±5.3 106.9±8.4 115.0±5.1 112.6±7.8 111.6±4.6 >10
-5

 

3.94 46.9±10.5 57.6±12.9 83.2±11.7 101.2±4.6 112.7±3.4 110.6±2.2 110.5±3.7 113.9±5.3 113.6±6.7 10
-5

, 

5*10
-6

 

3.95 94.2±7.8 110.8±13.9 105.2±20.6 91.2±12.4 94.5±12.1 94.0±11.0 95.3±12.1 94.5±8.4 93.3±9.1 >10
-5

 

3.96 85.3±8.1 94.3±10.0 97.6±8.1 96.4±6.2 88.8±7.5 102.7±6.6 106.3±8.7 97.5±6.6 74.2±7.8 >10
-5
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Серед 20 протестованих сполук виявлено 8, які проявляли високу 

цитотоксичну активність на лініях пухлинних клітин людини – це сполуки 

3.77, 3.78, 3.79, 3.81, 3.83, 3.85, 3.89, 3.94 (табл. 3.9). З них чотири речовини 

3.94, 3.77, 3.79 та 3.81 знижували загальну життєздатність клітин на 50% у 

діапазоні концентрацій від 10
-5

 М до 5*10
-6

 М (рис. 3.4). Варто зазначити, що 

цитотоксичність деяких сполук проявлялась також і в найнижчих із 

досліджуваних концентрацій – 10
-9

 М. До них належать, знову ж таки, 

сполуки 3.77, 3.79, 3.81 та 3.94, а також сполука 3.78 (рис. 3.5). Це свідчить 

про те, що ці речовини можуть бути перспективними для подальшого 

пошуку на основі їхньої хімічної структури протипухлинних агентів. 
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Рис. 3.5. Результати тестування найбільш цитотоксично-активних сполук, 

похідних 1-бензил-3-хлоро-4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону, на 

пухлинних клітинних лініях HCT-15, MSF7, Hs683, U-373MG, LoVo та A549. 

Концентрації сполук: (1) 0 М – контроль, (2) 10
-9

М, (3) 5*10
-9

 М, (4) 10
-8

 М, 

(5) 5*10
-8

 М, (6) 10
-7

 М, (7) 5*10
-7

 М, (8) 10
-6

 М, (9) 5*10
-6

 М, (10) 10
-5

 М. 

 

З хімічної точки зору, отримані результати вказують на те, галогенові 

замісники R
1
 (бром, хлор, фтор) та п-фторобензильний (R

5
) найкраще 

сприяють прояву цитотоксичних властивостей похідних 1-бензил-3-хлоро-4-

ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону відносно клітиних ліній раку. З 

іншого боку, наявність етокси-групи в R
2
 призводить до втрати активності 

(сполука 3.84). Заміна замісника фтору на карбоксиалкільні групи в R
5
 і 3-

метил-4-гідрокси груп в R
1
 та R

2 
(сполука 3.86) зменшує цитотоксичну 

активність сполуки. Карбоксиалкільна група в R
5
, атом Хлору чи метильна 

група в R
1
 (сполуки 3.88, 3.90, 3.91), атом Хлору в R

3 
(сполука 3.90) та 

гідроксильна група в R
4
 (сполуки 3.88, 3.91) зпричинювали до втрати 

цитотоксичної активності сполук. 
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Серед сполук з вираженою цитотоксичною дією, найбільш цікавою є 

сполука 3.77, що має атом Брому в R
1
 та атом Фтору в R

5
. При концентрації 

10
-5 

М вона інгібувала ріст пухлинних клітин майже на 66%, у концентрації 

5*10
-6 

М – на 45%. Менші концентрації цієї сполуки були малотоксичними, 

за винятком концентрації 10
-9 

М, коли відбувалось пригнічення росту клітин 

майже на 35%. Подібний низько-дозовий ефект мали також сполуки 3.79, 

3.81 та 3.78, але з меншою ефективністю. Ці результати не суперечать вже 

відомим даним літератури, де показано, що стауроспорин, хімічні аналоги 

якого ми досліджуємо, у низьких концентраціях також проявляв 

антипроліферативний ефект [98]. Саме тому ми плануємо продовжувати наші 

дослідження у напрямку підвищення цитотоксичної дії похідних 1-бензил-3-

хлоро-4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону у низьких концентраціях.  

 

Синтез похідних 1-бензил-3-хлоро-4-ариламіно-1H-пірол-2,5-діону 

проводили за аналогічною методикою для синтезу сполук 2.24-2.29. 

 

1-(4-фторбензил)-3-хлоро-4-(3-бромофеніл)аміно-1H-пірол-2,5-діон 

(3.77). Вихід: 87%. Т. пл. 136
о
C. 

1 
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 4,65 с 

(2Н, СН2), 7,12-7,25м (3Н, Ar), 7,29-7,46 м (5Н, Ar), 9,94 шс (1H, NH). 

1-(4-фторбензил)-3-хлоро-4-(3-гідроксифеніл)аміно-1H-пірол-2,5-

діон (3.78). Вихід: 73%. Т. пл. 151
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 

4,64 с (2Н, СН2), 6,55-6,67 м (3Н, Ar), 7,11-7,26 м (3Н, Ar), 7,28-7,44 м (2Н, 

Ar), 9,55 шс (1H, ОH), 9,75 шс (1H, NH). 

1-(4-фторбензил)-3-хлоро-4-(3-хлорофеніл)аміно-1H-пірол-2,5-діон 

(3.79). Вихід: 85%. Т. пл. 158
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 4,66 с 

(2Н, СН2), 7,11-7,26 м (5Н, Ar), 7,28-7,44 м (3Н, Ar), 9,97 шс (1H, NH). 

1-(4-фторбензил)-3-хлоро-4-(3-гідрокси-4-метилфеніл)аміно-1H-

пірол-2,5-діон (3.80). Вихід: 77 %. Т. пл. 151
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), 

δ, м.ч.: 2,06 с (3Н, СН3), 4,63 с (2Н, СН2), 6,56 д (1Н, Ar, J= 7,4), 6,63 с (1Н, 
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Ar), 6,04 д (1Н, Ar, J= 7,8), 7,19 т (2Н, Ar, J= 8,5), 7,27-7,37 м (2Н, Ar,), 9,55 шс 

(1H, ОH), 9,75 шс (1H, NH). 

1-(4-фторбензил)-3-хлоро-4-(3-фторофеніл)аміно-1H-пірол-2,5-діон 

(3.81). Вихід: 76 %. Т. пл. 137
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 4,75 с 

(2Н, СН2), 7,12 м (3Н, Ar,7,08-7,16), 7,29 т (2Н, Ar, J= 8,5), 7,41-7,52 м (3Н,Ar 

), 10,01шс (1H, NH). 

1-(4-фторобензил)-3-хлоро-4-(3-етоксифеніл)аміно-1H-пірол-2,5-

діон (3.82). Вихід: 77%. Т. пл. 143
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 

1,32 т (3Н, СН3, J= 6,3), 4,11 кв (2Н, СН2, J= 7,1), 4,61 с (2Н, СН2), 6,71-6,826 м 

(3Н, Ar,), 7,18-7,28 м (3Н, Ar,), 7,55-7,65 м (2Н, Ar), 9,73 шс (1H, NH). 

1-(4-фторобензил)-3-хлоро-4-(3-йодофеніл)аміно-1H-пірол-2,5-діон 

(3.83). Вихід: 81%. Т. пл. 143
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 4,65 с 

(2Н, СН2), 7,11-7,27 м (4Н, Ar,), 7,36 т (2Н, Ar, J= 8,5), 7,50-7,60 м (2Н, Ar,), 

9,92 шс (1H, NH). 

1-(4-фторобензил)-3-хлоро-4-(4-етоксифеніл)аміно-1H-пірол-2,5-

діон (3.84). Вихід: 75%. Т. пл. 158
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 

1,32 т (3Н, СН3  J= 6,3), 4,11 кв (2Н, СН2 J= 7,1), 4,62 с (2Н, СН2), 6,90 д (2Н, 

Ar, J= 7,4), 7,12 д (2Н, Ar, J= 8,2), 7,06 т (2Н, Ar, J= 8,5), 7,26-7,40 м (2Н, Ar,), 

9,71 шс (1H, NH). 

Метил-4-({3-хлоро-4-(3-гідроксифеніл)аміно-2,5-діоксо-2,5-дигідро-

1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.85). Вихід: 80%. Т. пл. 213
о
C. 

1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 3,86 с (3Н, ОСН3), 4,71 с (2Н, СН2), 6,50-6,58 м 

(3Н, Ar), 7,06 т (1Н, Ar, J= 8,2), 7,41 д (2Н, Ar, J= 7,9), 7,93 д (2Н, Ar, J= 7,9), 

9,32 шс (1H, ОH), 9,68 шс (1H, NH). 

Метил-4-({3-хлоро-4-(3-гідрокси-4-метилфеніл)аміно-2,5-диоксо-2,5-

дигідро-1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.86). Вихід: 77%. Т. пл. 214
о
C. 

1
H 

ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 2,11 с (3Н, СН3), 3,86 с (3Н, ОСН3), 4,70 с 

(2Н, СН2), 6,48д (1Н, Ar, J= 7,4), 6,60 с (1Н, Ar), 6,94 д (1Н, Ar,  J= 7,8), 7,41 д 

(2Н, Ar, J= 8,2), 7,93 д (2Н, Ar, J= 8,2), 9,26 шс (1H, ОH), 9,63 шс (1H, NH). 
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Метил-4-({3-хлоро-4-(3-хлорофеніламіно)-2,5-диоксо-2,5-дигідро-

1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.87). Вихід: 83%. Т. пл. 185
о
C. 

1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 3,86 с (3Н, ОСН3), 4,73 с (2Н, СН2), 7,08д (1Н, 

Ar, J= 8,2), 7,13д (1Н, Ar, J= 8,2), 7,06 с (1Н, Ar,), 7,41 д (2Н, Ar, J= 8,2), 7,93 д 

(2Н, Ar, J= 8,2), 9,45 шс (1H, NH). 

Метил-4-({3-хлоро-4-(2-гідрокси-5-хлорофеніл)аміно-2,5-диоксо-2,5-

дигідро-1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.88). Вихід: 78%. Т. пл. 197
о
C. 

1
H 

ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 3,86 с (3Н, ОСН3), 4,70 с (2Н, СН2), 6,84 д 

(1Н, Ar, J= 8,8), 7,03д (1Н, Ar, J= 8,6), 6,60 с (1Н, Ar), 6,94 д (1Н, Ar, J= 7,8), 

7,41 д (2Н, Ar, J= 8,2), 7,93 д (2Н, Ar, J= 8,2), 9,14 шс (1H, ОH), 9,82 шс (1H, 

NH). 

Метил-4-({3-хлоро-4-(2-метил-5-хлорофеніл)аміно-2,5-диоксо-2,5-

дигідро-1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.89). Вихід: 79%. Т. пл. 113
о
C. 

1
H 

ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 2,21 с (3Н, СН3), 3,83 с (3Н, ОСН3), 4,72 с 

(2Н, СН2), 7,28м (3Н, Ar, 7,23-7,33), 7,49 д (2Н, Ar, J= 7,8), 7,94 д (2Н, Ar, J= 

8,2), 9,70 шс (1H, NH). 

Метил-4-({3-хлоро-4-(3,5-дихлорофеніл)аміно-2,5-диоксо-2,5-

дигідро-1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.90). Вихід: 77%. Т. пл. 217
о
C. 

1
H 

ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 3,72 с (3Н, ОСН3), 4,72 с (2Н, СН2), 7,20 с 

(2Н, Ar), 7,33 c (2Н, Ar), 7,45д (1Н, Ar, J= 7,8), 7,90 д (1Н, Ar, J= 8,2), 10,01 шс 

(1H, NH). 

Метил-4-({3-хлоро-4-(2-гідрокси-5-метилфеніл)аміно-2,5-диоксо-2,5-

дигідро-1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.91). Вихід: 78%. Т. пл. 179
о
C. 

1
H 

ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 2,20 с (3Н, СН3), 3,85 с (3Н, ОСН3), 4,71 с 

(2Н, СН2), 6,76 д (1Н, Ar, J= 7,8), 6,86-6,96 м (3Н, Ar), 7,41 д (2Н, Ar, J= 7,8), 

7,94 д (2Н, Ar, J= 8,2), 9,21 шс (1H, ОH), 9,42 шс (1H, NH). 

1-(4-метоксибензил)-3-хлоро-4-(3-гідрокси-4-метилфеніл)аміно-1H-

пірол-2,5-діон (3.92). Вихід: 82 %. Т. пл. 182
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), 

δ, м.ч.: 2,06 с (3Н, СН3), 3,92 с (3Н, OСН3), 4,56 с (2Н, СН2), 6,55д (1Н, Ar, J= 
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7,4), 6,62 с (1Н, Ar), 6,91 д (2Н, Ar, J= 7,8), 7,19 д (2Н, Ar, J= 8,2), 9,45 шс (1H, 

ОH), 9,67 шс (1H, NH). 

1-(4-метоксибензил)-3-хлоро-4-(3-йодофеніл)аміно-1H-пірол-2,5-

діон (3.93). Вихід: 78%. Т. пл. 127
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 

4,57 с (2Н, СН2), 6,91 д (2Н, Ar, J= 7,8), 7,05-7,15 м (2Н, Ar), 7,20 д (2Н, Ar, J= 

8,2), 7,47-7,55м (2Н, Ar), 9,86 шс (1H, NH). 

Пропіл-4-({3-хлоро-4-(3-гідроксифеніл)аміно-2,5-діоксо-2,5-дигідро-

1H-пірол-1-іл}метил)бензоат (3.94). Вихід: 80 %. Т. пл. 174
о
C. 

1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 1,01т (3Н, СН3  J= 7,2), 1,75 ск (2Н, СН2 J= 6,7), 

4,22 т (2Н, СН2 J= 6,7), 4,71 с (2Н, СН2), 6,55 м (3Н, Ar), 7,06 т (1Н, Ar, J= 7,8), 

7,41 д (2Н, Ar, J= 8,2), 7,93 д (2Н, Ar, J= 8,2), 9,34 шс (1H, ОH), 9,70 шс (1H, 

NH). 

1,1’-[1,3-фенілен-ді(метилен)]біс{3-хлоро-4-[(3-бромофеніл)аміно]-

1H-пірол-2,5-діон} (3.95). Вихід: 70%. Т. пл. 154
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, 

DMSO-d6), δ, м.ч.: 4,66 с (4Н, СН2), 6,84-7,07 м (6Н, Ar), 7,16-7,40 м (6Н, Ar), 

9,95 шс (1H, NH). 

1,1’-[1,3-фенілен-ді(метилен)]біс{3-хлоро-4-[(3-фтороофеніл)aміно]-

1H-пірол-2,5-діон} (3.96). Вихід: 74%, кристалічна речовина жовтого 

кольору. Т. пл. 154
о
C. 

1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ, м.ч.: 4,68 с (4Н, СН2), 

6,86-7,09 м (6Н, Ar), 7,18-7,43 м (6Н, Ar), 9,97 шс (1H, NH). 

 

Серед сполук з вираженою цитотоксичною дією, найактивнішими 

виявилися сполуки 3.77, 3.78, 3.79, 3.81, що мають атоми галогену та 

гідроксильну групу в мета-положенні анілінового залишку та п-

фторобензильний замісник у N1 положенні 2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону. 

Таким чином ці сполуки знижували загальну життєздатність клітин на 

50% (ІС50) у діапазоні концентрацій від 5 до 10 мкМ (табл. 3). Це говорить 

про те, що вони можуть бути перспективними для розробки на основі них 

протипухлинних препаратів. 
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РОЗДІЛ 4 

 

СИНТЕЗ ТА МІШЕНЬ СПРЯМОВАНИЙ ПОШУК СПОЛУК ІЗ 

ПРОТИПУХЛИННОЮ АКТИВНІСТЮ СЕРЕД ПОХІДНИХ 5-АМІНО-

4-(1H-БЕНЗІМІДАЗОЛ-2-ІЛ)-1-АРИЛ-1,2-ДИГІДРОПІРОЛ-3-ОНУ 

 

 Рецептор фактору росту фібробластів 1 (FGFR1) відіграє важливу роль 

у процесі канцерогенезу і є привабливою молекулярною мішенню для 

протипухлинної терапії. Було показано, що надактивація FGFR1 пов’язана з 

розвитком раку легень [99-108]. Експериментально було продемонстровано, 

що інгібування FGFR1 специфічним кіназним інгібітором або введенням 

домінантно-негативної конструкції FGFR1 призводило до значного зниження 

рівня проліферації, клоногенності, міграції, формування сфероїдів та зупинці 

клітинного циклу на стадії G1 у деяких клітинних лініях мезотеліоми [109]. 

Було виявлено, що FGFR1 залучена до патогенезу плоскоклітинної 

карциноми язика [110], синоназального раку [111], раку шлунку [112], 

підшлункової залози [113, 114], колоректального раку [115, 116], карциноми 

нирок [117, 118], раку простати [119, 120], раку крові [121] та гострої 

мієлоїдної лейкемії [122]. Нещодавно було повідомлено про те, що онкогенні 

мутації FGFR1 мали місце в підгрупі пацієнтів з пілоцитною астроцитомою 

[123]. 

Експериментальні докази дозволяють припустити, що надекспресія 

FGFR1 пов’язана з карциномою паращитовидної залози [124]. 

Високий рівень ампліфікації FGFR1 є досить частою онкогенною 

зміною та незалежним прогностичним фактором при плоскоклітинному раку 

стравоходу [125]. 

Інтегративний геномний та транскриптомний підхід дозволив виявити, 

що ампліфікація FGFR1, а також підвищена активність протеїнових 

продуктів, відіграє важливу роль в етіології лейоміоми матки [126]. 
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FGFR1 може бути залучена до розвитку ендометріозу та, імовірно, 

може слугувати як нова молекулярна мішень та прогностичний маркер цієї 

хвороби [127]. Активність FGFR1, і, таким чином, прогресування пухлинного 

росту може бути зменшеними шляхом введення інгібіторів. Отже, розробка 

низькомолекулярних інгібіторів FGFR1 є важливим завданням сучасної 

біоорганічної та медичної хімії. 

У результаті проведення молекулярного докінгу близько стотисячної 

бібліотеки сполук в АТФ-акцепторний сайт протеїнкінази FGFR1, нами було 

знайдено сполуку, що належала до класу похідних 5-аміно-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону (4.1) зі значенням IC50 = 3,5 

мкM (Рис. 4.1). Ця сполука має певну хімічну подібність (коефіцієнт 

Танімото = 0,4 згідно з фінгерпринтами FCFP4) до мультитаргетного 

інгібітора тирозинових протеїнкіназ TKI258 (довітініб) (Рис. 4.1) [128]. 

TKI258 – це АТФ-конкурентний інгібітор протеїнкіназ VEGFR2, FGFR1, 

PDGFR і зараз проходить третю стадію клінічних досліджень для лікування 

ренальної карциноми та другу стадію клінічних випробувань для лікування 

пацієнтів із прогресивним раком молочної залози [129]. 
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TKI258 4.1  

Рис. 4.1. Хімічні структури сполуки 4.1 та мультикіназного інгібітора 

TKI258. 

Для того щоб знайти нові інгібітори FGFR1, нами було синтезовано 

(схема 4.1) та протестовано (табл.4.1) серію похідних 5-аміно-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону. 
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4.1. Синтез нових похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-

1,2-дигідропірол-3-онів. 

 

На першій стадії, о-фенілдиаміни (4.2a, 4.2b) конвертували до 

інтермедіатів бензімідазолілацетонітрилу (4.3a, 4.3b) після реакції 

циклоконденсації із етиловим естером ціаноацетатної кислоти. Потім, 

активну метиленову групу у бензімідазольному ацетонітрилі ацетилювали 

хлороацетил хлоридом. Проміжні продукти реакції – бензодіазол-4-хлоро-3-

оксо-бутаннітрили (4.4a, 4.4b, 4.4c) використовували для синтезу 5-аміно-4-

(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-онів (4.1, 4.7-4.30) реакцією 

з відповідними анілінами (4.6) за відомою методикою [130]. 

Схема 4.1  
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4.2a 4.3a 4.4a

4.2b 4.3b 4.4b

4.6

c

4.6

c

4.64.5 4.4c

4.1, 4.7-4.14, 4.16, 4.17, 4.20,

4.21, 4.23-4.28, 4.30

4.15, 4.18, 4.19, 4.22, 4.29

4.26, 4.28
 

Реагенти та умови: (а) етил ціаноацетат, 175°C, 2 год; (b) хлороацетил 

хлорид, триетиламін, діоксан, 5°C, потім кип’ятіння протягом 1 години; (с) 

відповідний анілін, DMF, 130°C, 7-9 годин; (d) диметилсульфат, NaOH, вода. 
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5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(3-метоксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-он (4.1). Вихід: 72%. Т. пл. 247°С. LC-MS [m/z]: 321 [M
+
H

+
], Rt = 2.02 

min.
 1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6) , δ: 3.84 (с, 3H), 4.39 (с, 2H), 6.93 (д, 1H, J= 

8.1), 7.02 (д, 1H, J= 8.1), 7.03 (с, 1H), 7.09-7,17 (м, 2H), 7.40 (т, 1H J= 7.8), 

7.70-7,74 (м, 2H), 8.67 (шс, 2H), 13.95 (шс, 1H). Розраховано для C18H16N4O2: 

C, 67.49; H, 5.03; N, 17.49. Знайдено: C, 67.44; H, 5.00; N, 17.46. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-феніл-1,2-дигідропірол-3-он (4.7). 

Вихід: 70%. Т. пл. 257°С. LC-MS [m/z]: 291 [M
+
H

+
], Rt = 2.09 min. 

1
H ЯМР 

(400MHz, DMSO-d6), δ 4.27 (с, 2H), 7.00-7,09 (м, 2H), 7.23 (т, 1H J= 6.6), 7.40-

7,44 (м, 1H),7.46-7,59 (м, 5H), 8.01 (шс, 1H), 8.95 (шс, 1H), 11.57 (шс, 1H). 

Розраховано для C17H14N4O: C, 70.33; H, 4.86; N, 19.30%. Знайдено: C, 70.31; 

H, 4.83%; N, 19.31. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(3-метилфеніл)-1,2-дигідропірол-

3-он (4.8). Вихід: 71%. Т. пл. 187°С. LC-MS [m/z]: 305 [M
+
H

+
], Rt = 2.14min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ:2.40 (с, 3H), 4.22 (с, 2H), 7.00-7,06 (м, 3H), 7.22 (д, 1H 

J= 7.8), 7.27 (с, 1H), 7.31 (т, 1H J= 6.8), 7.42-7.47 (м, 2H), 7.75 (шс, 1H), 9.00 

(шс, 1H), 11.32 (шс, 1H). Розраховано для C18H16N4O: C, 71.04; H, 5.30; N, 

18.41. Знайдено: C, 71.01; H, 5.28; N, 18.39. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(4-метилфеніл)-1,2-дигідропірол-

3-он (4.9). Вихід: 75%. Т. пл. 292°С (dec.). LC-MS [m/z]: 305 [M
+
H

+
], Rt = 

2.14min. 
1
H ЯМР (400MHz, DMSO-d6), δ2.36 (с, 3H), 4.19 (с, 2H), 7.02-7.06 (м, 

2H), 7.24 (д, 2H J= 7.8), 7.29 (д, 2H J= 7.8),7.46-7.49 (м, 2H), 7.75 (шс, 1H), 

9.00 (шс, 1H), 11.32 (шс, 1H). Розраховано для C18H16N4O: C, 71.04; H, 5.30; N, 

18.41. Знайдено: C, 71.03; H, 5.29; N, 18.38. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(2-метоксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-он (4.10). Вихід: 72%. Т. пл. 282°С. LC-MS [m/z]: 321 [M
+
H

+
], Rt = 

2.08min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ: 3.89 (с, 3H), 4.09 (с, 2H), 7.01 (м, 2H),7.06 (т, 

1H J= 7.8), 7.15 (д, 1H, СН J = 8.3), 7.44-7.49 (м, 3H), 7.75 (шс, 1H), 8.96 (шс, 

1H), 11.46 (шс, 1H). Розраховано для C18H16N4O2: C, 67.49; H, 5.03; N, 17.49. 

Знайдено: C, 67.47; H, 5.02; N, 17.48. 
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5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(4-метоксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-он (4.11). Вихід: 76%. Т. пл. 257°С. LC-MS [m/z]: 321 [M
+
H

+
], Rt = 

2.08min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ: 3.82 (с, 3H), 4.39 (с, 2H), 7.11 (д, 2H, СН J= 

8.2), 7.34-7.38 (м, 2H), 7.43 (д, 2H, СН J= 8.2), 7.70-7.74 (м, 2H), 8.48 (шс, 2H), 

13.77 (шс, 1H). Розраховано для C18H16N4O2: C, 67.49; H, 5.03; N, 17.49. 

Знайдено: C, 67.48; H, 5.02; N, 17.47. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(2-етоксифеніл)-1,2-дигідропірол-

3-он (4.12). Вихід: 71%. Т. пл. 218°С. LC-MS [m/z]: 335 [M
+
H

+
], Rt = 2.09 min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ: 1.38 (т, 3H J= 8.3), 4.12-4.22 (м, 4H), 7.10-7.15 (м, 4H), 

7.32-7.39 (м, 2H), 7.62-7.68 (м, 3H), 8.94 (шс, 1H), 11.42 (шс, 1H). Розраховано 

для C19H18N4O2: C, 68.25; H, 5.43; N, 16.76. Знайдено: C, 68.22; H, 5.42; N, 

16.74.  

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(2,5-диметоксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-он (4.13). Вихід: 76%. Т. пл. 244°С. LC-MS [m/z]: 351 [M
+
H

+
], Rt = 

2.06 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ: 3.89 (с, 3H),3.92 (с, 3H), 4.16 (с, 2H), 6.89 (д, 

1H, СН J= 7.8), 6.98 (с, 2H), 7.02 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.24-7.28(м, 2H),7.71-7.75 

(м, 2H), 8.10-8.18 (м, 2H), 8.78 (шс, 1H), 14.17 (шс, 1H). Розраховано для 

C19H18N4O3: C, 68.13; H, 5.18; N, 15.99. Знайдено: C, 68.10; H, 5.17; N, 15.97. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(2,4-диметоксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-он (4.14). Вихід: 75%. Т. пл. 247°С. LC-MS [m/z]: 351 [M
+
H

+
], Rt = 

2.05 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ: 3.83 (с, 3H), 3.88 (с, 3H), 4.06 (с, 2H), 6.53 (д, 

1H, СН J= 7.8), 6.59 (с, 2H), 7.04-7.09 (м, 2H), 7.23 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.57-7.62 

(м, 3H), 8.78 (шс, 1H), 11.47 (шс, 1H). Розраховано для C19H18N4O3: C, 68.13; 

H, 5.18; N, 15.99. Знайдено: C, 68.11; H, 5.18; N, 15.96. 

5-аміно-1-(2-метокси-5-метилфеніл)-4-(6-метил-1Н-бензімідазол-2-

іл)-1,2-дигідропірол-3-он (4.15). Вихід: 71%. Т. пл. 242°С. LC-MS [m/z]: 349 

[M
+
H

+
], Rt = 2.14min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6) , δ: 2.28 (с, 3H), 2.46 (с, 3H), 3.82 (с, 

3H), 4.22 (с, 2H), 7.11 (д, 2H J= 7.8 ), 7.18 (д, 2H J= 7.8),7.24-7.30 (м, 2H), 7.49 

(с, 1H), 7.57 (д, 1H J= 7.8), 8.15 (шс, 1H), 8.50 (шс, 1H), 11.46 (шс, 1H). 
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Розраховано для C20H20N4O2: C, 68.95; H, 4.179; N, 16.08. Знайдено: C, 68.92; 

H, 4.177; N, 16.06. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(5-хлоро-2-метоксифеніл)-1,2-

дигідропірол-3-oн (4.16). Вихід: 73%. Т. пл. 284°С. LC-MS [m/z]: 355 [M
+
H

+
], 

Rt = 2.11 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 3.87 (с, 3H), 4.21 (с, 2H), 7.17 (д, 1H, СН 

J= 8.8), 7.30-7.33 (м, 2H), 7.42 (д, 1H, СН J= 8.8), 7.49 (с, 1H), 7.73 (м, 2H), 

8.75 (шс, 2H), 14.02 (шс, 1H). Розраховано для C18H15ClN4O2: C, 60.94; H, 

4.26; Cl, 9,99; N, 14.179. Знайдено: C, 60.90; H, 4.25; Cl, 9,97; N, 14.176. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(3-хлорофеніл)-1,2-дигідропірол-

3-oн (4.17). Вихід: 73%. Т. пл. 234°С. LC-MS [m/z]: 325 [M
+
H

+
], Rt = 2.11 min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.30 (с, 2H), 7.09 (м, 2H), 7.31 (д, 1H, СН J= 7.1), 7.41 

(д, 1H, СН J= 7.6), 7.47-7.54 (м, 4H), 8.29 (шс, 1H), 8.99 (шс, 1H), 11.60 (шс, 

1H). Розраховано для C17H13ClN4O: C, 62.87; H, 4.03; Cl, 10,92; N, 17.25. 

Знайдено: C, 62.84; H, 4.02; Cl, 10,90; N, 17.23. 

5-аміно-1-(3-хлорофеніл)-4-(6-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-дигід-

ропірол-3-oн (4.18). Вихід: 73%. Т. пл. 258°С. LC-MS [m/z]: 339 [M
+
H

+
], Rt = 

2.16 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ:: 2.41 (с, 3H), 4.26 (с, 2H), 6.83 (м, 1H), 7.24-

7.29 (м, 3H), 7.39 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.46 (д, 1H, СН J= 8.1), 7.50 (д, 1H, СН J= 

8.1), 7.51 (с, 1H), 8.18 (шс, 1H), 9.03 (шс, 1H), 11.43 (шс, 1H). Розраховано для 

C18H15ClN4O: C, 63.81; H, 4.46; Cl, 10,46; N, 16.54. Знайдено: C, 63.80; H, 4.45; 

Cl, 10,44; N, 16.51. 

5-aміно-1-(3-фторофеніл)-4-(6-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-ди-

гідропірол-3-oн (4.19). Вихід: 70%. Т. пл. 264°С. LC-MS [m/z]: 323 [M
+
H

+
], Rt 

= 2.10min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 2.42 (с, 3H), 4.28 (с, 2H), 6.86 (д, 1H, СН J= 

5.9), 7.05 (т, 1H J= 7.8), 7.28-7.35 (м, 4H), 7.50 (q, 1H, СН J= 6.8), 8.15 (шс, 

1H), 9.04 (шс, 1H), 11.43 (шс, 1H). Розраховано для C18H15FN4O: C, 67.07; H, 

4.69; N, 17.38. Знайдено: C, 67.03; H, 4.68; N, 17.35.  

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(2-хлорофеніл)-1,2-дигідропірол-

3-oн (4.20). Вихід: 71%. Т. пл. 269°С. LC-MS [m/z]: 325 [M
+
H

+
], Rt = 2.13min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.18 (с, 2H), 7.20-7.26 (м, 2H),7.44-7.48 (м, 2H), 7.50 (т, 
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1H, СН J= 6.8), 7.60-7.66 (м, 2H), 7.70-7.75 (м, 2H), 8.18 (шс, 1H), 9.18 (шс, 

1H), 11.46 (шс, 1H). Розраховано для C17H13ClN4O: C, 62.87; H, 4.03; Cl, 10,92; 

N, 17.25. Знайдено: C, 62.85; H, 4.02; Cl, 10,92; N, 17.22. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(2-фторофеніл)-1,2-дигідропірол-

3-oн (4.21). Вихід: 72%. Т. пл. 263°С. LC-MS [m/z]: 325 [M
+
H

+
], Rt = 2.10 min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.22 (с, 2H), 7.30-7.34 (м, 4H),7.48 (q, 1H, СН J= 6.8), 

7.59 (т, 1H J= 7.8), 7.72-7.76 (м, 2H), 9.08 (шс, 2H), 11.57 (шс, 1H). 

Розраховано для C17H13FN4O: C, 66.23; H, 4.25; N, 18.17. Знайдено: C, 66.20; 

H, 4.24; N, 18.15. 

5-аміно-1-(4-хлорофеніл)-4-(6-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-ди-

гідропірол-3-oн (4.22). Вихід: 78%. Т. пл. 291°C. LC-MS [m/z]: 339 [M
+
H

+
], Rt 

= 2.15 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 2.41 (с, 3H), 4.26 (с, 2H), 6.83 (с, 1H), 7.24-

7.32 (м, 3H), 7.39 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.46 (д, 1H, СН J= 8.1), 7.50 (д, 1H, СН J= 

8.1), 7.51 (с, 1H), 8.18 (шс, 1H), 9.03 (шс, 1H), 11.43 (шс, 1H). Розраховано для 

C18H15ClN4O: C, 63.81; H, 4.46; Cl, 10,46; N, 16.54. Знайдено: C, 63.79; H, 4.46; 

Cl, 10.43; N, 16.51. 

5-aміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(4-фторофеніл)-1,2-дигідропірол-

3-oн (4.23). Вихід: 77%. Т. пл. 292°С (dec.). LC-MS [m/z]: 309 [M
+
H

+
], Rt = 

2.12 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6),δ: 4.31 (с, 2H), 6.89 (д, 2H J= 7.8), 7.33 (с, 1H), 

7.41 (д, 2H J= 7.8), 7.51 (д, 2H J= 8.3), 7.56 (д, 2H J= 8.3), 8.15 (шс, 1H), 8.88 

(шс, 1H), 11.56 (шс, 1H). Розраховано для C17H13FN4O: C, 66.23; H, 4.25; N, 

18.17. Знайдено: C, 66.21; H, 4.24; N, 18.14. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-[3-(трифторометил)феніл]-1,2-ди-

гідропірол-3-oн (4.24). Вихід: 71 %. Т. пл. 242°С. LC-MS [m/z]: 359 [M
+
H

+
], 

Rt = 2.10 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.28 (с, 2H), 7.00-7.04 (м, 2H),7.44-7.48 

(м, 2H), 7.57 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.64 (т, 1H, СН J= 7.6), 7.76 (шс, 1H, СН), 8.17 

(шс, 1H), 9.08 (шс, 1H), 11.43 (шс, 1H). Розраховано для C18H13F3N4O: C, 

60.34; H, 3.66; N, 15.64. Знайдено: C, 60.31; H, 3.65; N, 15.62. 

5-аміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(4-гідроксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-oн (4.25). Вихід: 70%. Т. пл. 238°С. LC-MS [m/z]: 307 [M
+
H

+
], Rt = 
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2.02 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.19 (с, 2H), 6.86 (д, 2H, СН J= 7.8), 7.07-7.11 

(м, 2H), 7.16 (д, 2H, СН J= 7.8), 7.44-7.48 (м, 2H), 7.50 (д, 1H, СН J= 8.1), 7.51 

(шс, 1H), 8.23 (шс, 1H), 9.38 (шс, 1H), 11.41 (шс, 1H). Розраховано для 

C17H14N4O2: C, 66.66; H, 4.61; N, 18.29. Знайдено: C, 66.62; H, 4.60; N, 18.26. 

5-aміно-1-(4-гідроксифеніл)-4-(1-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-

дигідропірол-3-oн (4.26). Вихід: 72%. Т. пл. 163°С. LC-MS [m/z]: 321 [M
+
H

+
], 

Rt = 2.01 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.02 (с, 3H), 4.12 (с, 2H), 6.86 (д, 2H, СН 

J= 7.8), 7.10-7.13 (м, 2H), 7.22 (д, 2H, СН J= 7.8), 7.41 (с, 1H),7.48 (с, 1H), 7.61 

(шс, 1H), 8.73 (шс, 1H), 9.58 (шс, 1H), 11.37 (шс, 1H). Розраховано для 

C18H16N4O2: C, 67.49; H, 5.03; N, 17.49. Знайдено: C, 67.45; H, 5.02; N, 17.47. 

5-aміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(3-гідрокси-4-метилфеніл)-1,2-ди-

гідропірол-3-oн (4.27). Вихід: 78%. Т. пл. >300°С(dec.). LC-MS [m/z]: 321 

[M
+
H

+
], Rt = 2.03min. 

1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 2.17 (с, 3H), 4.16 (с, 2H), 6.74 (д, 

1H, СН J= 7.8), 6.82 (с, 1H), 7.00-7.04 (м, 2H), 7.11 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.44-7.48 

(м, 2H), 7.84 (с, 1H), 9.01 (шс, 1H), 9.03 (шс, 1H), 9.58 (шс, 1H), 11.51 (шс, 

1H). Розраховано для C18H16N4O2: C, 67.49; H, 5.03; N, 17.49. Знайдено: C, 

67.46; H, 5.03; N, 17.46. 

5-аміно-1-(3-гідроксифеніл)-4-(1-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-ди-

гідропірол-3-oн (4.28). Вихід: 73%. Т. пл. 172°С. LC-MS [m/z]: 321 [M
+
H

+
], Rt 

= 1.73 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.00 (с, 3H), 4.16 (с, 2H), 6.70 (д, 1H, СН J= 

6.8), 6.81 (с, 1H), 6.82 (д, 1H, СН J= 7.2), 7.08-7.12 (м, 2H), 7.25 (т, 1H J= 7.4), 

7.36-7.46 (м, 2H), 8.95 (щс, 2H), 9.63 (щс, 1H). Розраховано для C18H16N4O2: C, 

67.49; H, 5.03; N, 17.49. Знайдено: C, 67.49; H, 5.00; N, 17.44. 

5-aміно-1-(3-гідроксифеніл)-4-(6-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-ди-

гідропірол-3-oн (4.29). Вихід: 71%. Т. пл. 278°С. LC-MS [m/z]: 321 [M
+
H

+
], Rt 

= 1.79 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 2.37 (с, 3H), 4.29 (с, 2H), 6.73 (д, 1H, СН J= 

7.2), 6.83-6.89 (м, 3H), 7.27 (д, 1H, СН J= 8.5), 7.32 (т, 1H J= 8.3), 7.39 (д, 1H, 

СН J= 7.8), 8.02 (шс, 1H), 8.91 (шс, 1H), 9.85 (шс, 1H), 11.60 (шс, 1H). 
13

C 

ЯМР (DMSO-d6), δ: 22.00, 59.43, 88.39, 111.43, 113.94, 114.63, 130.69, 139.16, 
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159.08, 164.173, 186.30; Розраховано для C18H16N4O2: C, 67.49; H, 5.03; N, 

17.49. Знайдено: C, 67.48; H, 5.01; N, 17.45. 

5-aміно-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1-(3-гідроксифеніл)-1,2-дигідро-

пірол-3-oн (4.30). Вихід: 73%. Т. пл. 234°С. LC-MS [m/z]: 307 [M
+
H

+
], Rt = 

1.70 min. 
1
H ЯМР (DMSO-d6), δ: 4.20 (с, 2H), 6.69 (д, 1H, СН J= 7.6), 6.82 (с, 

1H), 6.83 (д, 1H, СН J= 7.8), 7.00-7.04 (м, 2H), 7.24 (т, 1H, J= 7.6), 7.41 (с, 1H), 

7.46 (с, 1H), 7.94 (с, 1H), 8.88 (шс, 1H), 9.63 (шс, 1H), 11.53 (шс, 1H). 
13

C ЯМР 

(DMSO-d6), δ: 59.54, 96.23, 111.51, 113.99, 114.69, 130.68, 139.11, 159.08, 

164.171, 186.44; Розраховано для C17H14N4O2: C, 66.66; H, 4.61; N, 18.29. 

Знайдено: C, 66.63; H, 4.60; N, 18.27. 

 

4.2. Інгібувальна активність похідних 5-аміно-1-арил-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1,2-дигідропірол-3-ону по відношенню до 

протеїнкінази FGFR1 

Інгібувальну активність похідних 5-аміно-1-арил-4-(1Н-бензімідазол-2-

іл)-1,2-дигідропірол-3-ону по відношенню до протеїнкінази FGFR1 

визначали шляхом конкурентного біохімічного тестування з використанням 

32
Р АТФ (табл.4.1). 

Досліджено залежність інгібувальної активності сполук по відношенню 

до FGFR1 від хімічної структури замісників у арильному фрагменті (R
3
) 

похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону. 

 

Таблиця 4.1 

Хімічні структури та інгібувальна активність похідних  

5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону 

по відношенню до протеїнкінази FGFR1 
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Сполука R
1
 R

2
 R

3
 IC50, мкM

a
 

4.1 H H 3`-OCH3 3.5 

4.7 H H H >30 

4.8 H H 3`-CH3 >30 

4.9 H H 4`-CH3 >30 

4.10 H H 2`-OCH3 9.9 

4.11 H H 4`-OCH3 7 

4.12 H H 2`-OСН2CH3 >30 

4.13 H H 2`,5`-diOCH3 3.28 

4.14 H H 2`,4`-diOCH3 >30 

4.15 CH3 H 2`-OCH3, 5`-CH3 11 

4.16 H H 2`-OCH3, 5`-Cl 0.6 

4.17 H H 3`-Cl 1.12 

4.18 CH3 H 3`-Cl 1.85 

4.19 CH3 H 3`-F 7.3 

4.20 H H 2`-Cl >30 

4.21 H H 2`-F >30 

4.22 CH3 H 4`-Cl 28.2 

4.23 H H 4`-F 27 

4.24 H H 3`-CF3 10 

4.25 H H 4`-OH 2.12 

4.26 H CH3 4`-OH 27 

4.27 H H 3`-OH, 4`-CH3 2.28 

4.28 H CH3 3`-OH 3.8 

4.29 CH3 H 3`-OH 0.63 

4.30 H H 3`-OH 0.32 

 

Сполука 4.7 із незаміщеною фенільною групою та сполуки 4.8 і 4.9 із 

метильними групами в мета- та пара- положеннях виявилися неактивними 
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по відношенню до FGFR1. У той же час, сполука 4.1, що мала метокси-групу 

в мета-положенні інгібувала FGFR1 зі значенням IC50 = 3,5 мкM. Сполуки 

4.10 і 4.11 із метокси-групою в орто- та пара-положеннях, відповідно, були 

менш активними, ніж сполука 4.1. Заміна метокси-групи на етокси в орто-

положенні (4.12) призводила до повної втрати інгібувальної активності (IC50 

> 30 мкM), що вказує на низьку толерантність до розміру замісника. 

 Порівнюючи з мета-метокси похідним 4.1, сполука 4.17 із в мета- 

хлоро заміщенним арилом демонструвала втричі кращу інгібувальну 

активність по відношенню до FGFR1. З іншої сторони, сполуки, що мали 

атом Хлору в пара- та орто-положеннях (4.22, 4.20) або атом Фтору в пара-, 

мета- і орто-положеннях (4.23,4.19,4.21) у арильному фрагменті мали 

значно нижчу інгібувальну активність по відношенню до FGFR1, ніж 

відповідні метокси-похідні. Введення більш об’ємної мета-

трифторометильної групи арилу (4.24) призводило до зниження активності 

порівняно з мета-галогенофенільними похідними (4.17, 4.19), що можна 

пояснити небажаними стеричними взаємодіями, як це спостерігається для 

орто-положення (сполуки 4.12 і 4.10). 

Таким чином, можна зробити попередній висновок, що інгібувальна 

активність похідних 5-аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-

дигідропірол-3-ону по відношенню до FGFR1 зростає із введенням 

галогенової або метокси-груп у мета-положення арилу. Ті ж самі групи в 

орто- або пара- положеннях як правило призводять до зниження активності 

в порівнянні з відповідними мета- похідними. 

 Подібну залежність інгібувальної ативності сполук від структури 

спостерігали для сполук із подвійними замінами у арильному залишку. 

Заміна  мета-метильної групи (4.15) на мета-метокси- групу (4.13) 

призводить до підвищення активності в 3,3 рази (IC50 = 11 мкM і 3,28 мкM, 

відповідно). Заміна мета-метокси групи (4.13) на мета-хлоро- - (4.16) 

призводить до зростання активності в 5,5 разів (IC50 =0,6 мкM). 
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 Крім того, нами було синтезовано та тестовано серію похідних 5-аміно-

4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону, що містять мета-

гідрокси-групу у арильному фрагменті (4.25-4.30). Сполука 4.25 із пара- 

гідрокси-групою арилу була більш ефективною, ніж аналоги з метокси-

групою або галогенами (4.11, 4.22, 4.23). Введення мета-гідрокси- групи у 

арильному фрагменті призводить до зростання на порядок інгібувальної 

активності щодо FGFR1 сполуки 4.30 (IC50 = 0,32 мкM) порівняно з 4.1. 

 Також ми дослідили ефект заміщення метильною групою в положеннях 

N1 (R
2
) та С-6 (R

1
) у бензімідазольному гетероциклі. Наявність метильної 

групи в положенні N1 знижує інгібувальну активність у 5-10 разів (пари 

сполук 4.16 і 4.25 та 4.28 і 4.30). Імовірною причиною цього ефекту є 

блокування групи, що є донором водневого зв’язку, залученого у взаємодію з 

АТФ-акцепторним сайтом FGFR1. Метильна група в положенні С-6 лише 

незначним чином знижує інгібувальну активність (пари сполук 4.17 і 4.18 та 

4.29 і 4.30). 

 

 Молекулярний докінг. 

Для того щоб з’ясувати взаємозв’язок інгібувальною активністю по 

відношенню до протеїнкінази FGFR1 від хімічної структури похідних 5-

аміно-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону, ми дослідили 

комплекси описаних сполук із АТФ-зв’язувальним сайтом FGFR1, 

отриманих за допомогою молекулярного докінгу. Спосіб зв’язування сполуки 

4.30 із FGFR1 представлено на рис. 4.3. Згідно з результатами молекулярного 

моделювання, 1,2-дигідропірол-3-он залучений до гідрофобних взаємодій із 

амінокислотними залишками Leu630, Val561 та Ala512 у аденін-

зв’язувальній ділянці. Крім того, було виявлено, що карбонільна група цього 

гетероциклу формує водневий зв’язок із аміногрупою Ala564, що 

знаходиться в шарнірній ділянці. 
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 Бензімідазольний гетероцикл утворює ван-дер-ваальсові контакти із 

амінокислотними залишками Tyr563, Leu484 і Gly567 у гідрофобній ділянці 

ІІ та формує водневий зв’язок із карбонільною групою Ala564. 

 Мета-гідроксифенільний фрагмент сполуки 4.30 розміщується у 

гідрофобній ділянці І, що формується бічними ланцюгами амінокислотних 

залишків Lys514, Ile545, Val561 і Ala640. Замісники у арильному фрагменті 

можуть взаємодіяти з амінокислотними залишками в глибині гідрофобної 

кишені і можливо відіграють значну роль для афінності зв’язування в 

описаному типі взаємодії. Гідроксильна група в мета-положенні сполуки 

4.30 формує водневий зв’язок із карбоксильною групою бічного ланцюга 

Asp641, що може покращувати ефективність взаємодії сполуки 4.30 із 

протеїнкіназою FGFR1. 

 

Рис. 4.3. Спосіб зв’язування сполуки 4.30 в активному сайті 

каталітичної субодиниці протеїнкінази FGFR1. Водневі зв’язки показано 

зеленими пунктирними лініями. 
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4.3. Протипухлинна активність нових похідних 5-аміно-4-(1Н-

бензімідазол-2-іл)-1-арил-1,2-дигідропірол-3-ону 

 

Три сполуки із субмікромолярною інгібувальною активністю по 

відношенню до FGFR1 (4.16, 4.29, 4.30) тестували in vitro на 

антипроліферативну активність на клітинній лінії гострої мієлоїдної лейкемії 

KG1. Ця пухлинна клітинна лінія характеризується конститутивною 

активністю FGFR1 [131] і часто використовується для дослідження 

цитотоксичної активності інгібіторів FGFR1 [132]. Результати 

антипроліферативної активності наведено в табл. 4.2. Сполука 4.16 

виявилася неактивною на клітинній лінії. Антипроліферативна активність 

сполуки 4.29 була вищою, ніж сполуки 4.30 незважаючи на нижчу активність 

по відношенню до ензиму. 

Цей факт можна пояснити значною роллю С-6 метильної групи у 

бензімідазольному гетероциклі для мембранної проникності досліджуваних 

сполук. Крім того, ми також тестували сполуки 4.16, 4.29, 4.30 на 

цитотоксичну активність по відношенню до “нормальної”, не пухлинної 

клітинної лінії – HEK293. У цьому випадку, сполуки не мали ефекту на 

клітинне виживання.  

Таблиця 4.2 

Антипроліферативна активність сполук 4.16, 4.29, 4.30 по відношенню до 

клітинних ліній KG1 іHEK293 

Сполука Проліферація клітин 

KG1, IC50, мкM 

Проліферація клітин 

HEK293,IC50, мкM 

4.16 >50 >50 

4.29 5,6 >50 

4.30 9,3 >50 

 

Примітка: Представлено середні значення трьох незалежних експериментів. 
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 Дві найактивніші сполуки (4.29, 4.30) були взяті для аналізу їх 

активності на панелі з 7 протеїнкіназ (табл. 4.3). Результати дослідження 

показали, що ці сполуки є більш селективними по відношенню до FGFR1. 

Таблиця 4.3 

Залишкова активність протеїнкіназ (%) за присутності інгібіторів 

FGFR1 при 10 мкM концентрації. 

Сполука/Kіназа FGFR1 Tie-2 с-MET Aurora А JNK3 CK2 ASK1 

4.29 5 92,7 92,5 75,8 100,8 77,3 91,6 

4.30 2,1 84,7 128,3 85,8 118 81,4 95,7 

 

П’ять сполук (4.16, 4.17, 4.18, 4.29, 4.30) із субмікромолярними та 

мікромолярнимим інгібувальними активностями щодо протеїнкінази FGFR1 

тестували на антипроліферативну активність на клітинній лінії гострої 

мієлоїдної лейкемії KG1. Ця пухлинна клітинна лінія характеризується 

конститутивною активністю протеїнкінази FGFR1 і часто використовується 

як модель для дослідження антипроліферативної активності інгібіторів 

FGFR1. Результати антипроліферативної активності наведено в табл. 4.4.  

 

Таблиця 4.4 

Антипроліферативна активність сполук 4.16, 4.17, 4.18, 4.29, 4.30 на 

клітинних лініях KG1 і HEK293 

Сполука Проліферація клітин 

KG1, IC50, мкM
a
 

Проліферація клітин 

HEK293, IC50, мкM
a
 

4.16 >50 >50 

4.17 9 >50 

4.18 2 >50 

4.29 5,6 >50 

4.30 9,3 >50 

 

a
 – Представлено середні значення трьох незалежних експериментів. 
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Сполука 4.16 виявилася неактивною. Антипроліферативна активність 

сполуки 4.29 вища, ніж сполуки 4.30 (IC50 = 5,6 мкM та 9,3 мкM відповідно) 

незважаючи на нижчу інгібувальну активність по відношенню до ензиму. 

Сполуки 4.17 та 4.18, що інгібували FGFR1 зі значеннями ІС50 = 1,12 мкM та 

1,85 мкM відповідно, проявили антипроліферативну активність на KG1 зі 

значеннями IC50 = 9 мкM та 2 мкM відповідно.  

Всі досліджені сполуки не є цитотоксичними щодо умовно-нормальної 

клітинної лінії НЕК293 (табл. 4.4). 

Аналізуючи залежність структура-активність необхідно відмітити, що 

інгібітори клітинного росту 4.18 та 4.29, які показали найкращу 

протипухлинну активність, мають 6-метильний замісник у бензімідазольному 

фрагменті. Також показано, що сполука 4.18 має мета-хлоро замісник в 

арильному фрагменті, тоді як сполука 4.29– гідроксильну групу. 

Вірогідно, наявність мета-хлоро замісника в арильному фрагменті та 

метильного замісника в положенні С-6 бензімідазольного циклу сприяє 

підвищенню гідрофобності сполуки, що покращує її проникнення через 

клітинну мембрану. 

Таким чином, серед інгібіторів протеїнкінази FGFR1 знайдено 4 

сполуки: 4.17 (5-аміно-1-(3-хлорофеніл)-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-

дигідропірол-3-oн), 4.18 (5-аміно-1-(3-хлорофеніл)-4-(6-метил-1H-

бензімідазол-2-іл)-1,2-дигідропірол-3-oн), 4.29 (5-аміно-1-(3-гідроксифеніл)-

4-(6-метил-1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-дигідро-пірол-3-oн), 4.30 (5-аміно-1-(3-

гідроксифеніл)-4-(1H-бензімідазол-2-іл)-1,2-дигідропірол-3-oн), які мають 

антипроліферативну активність на клітинній лінії гострої мієлоїдної лейкемії 

KG1 зі значенням IC50 9; 2; 5,6 та 9,3 мкM відповідно. Вони не є 

цитотоксичними щодо умовно-нормальних клітин НЕК293. 

Сполуки 4.16, 4.17, 4.18, 4.29 та 4.30 є перспективними для подальшої 

оптимізації їхньої хімічної структури з метою розробки нових 

протипухлинних препаратів. 
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ВИСНОВКИ 

 

Використовуючи методи органічного синтезу, біохімічного тестування 

та комп’ютерного моделювання, розроблено низку нових сполук з 

протипухлинною активністю на основі похідних 2,5-дигідропірол-2,5-діону 

та 1,2-дигідропірол-3-ону. 

1. Синтезовано 96 нових похідних N-бензил- і N-арил-4-ариламіно-2,5-

дигідро-1H-2,5-піролдіонів та вивчено залежність їхньої 

антипроліферативної активності від хімічної будови. Три сполуки виявили 

протипухлинну дію на клітинних лініях раку нирок, легенів, яєчників, 

грудей, лейкемії з GІ50  в межах 0,01–2 мкМ. Показано, що п-

фторобензильний, бензильний, 2,3-дихлорофенільний та 3-хлоро-4-

метилфенільний замісники у положенні N1, м-гідроксифенільний замісник у 

положенні С-4 та фенілсульфанільний у положенні С-3 малеімідного циклу 

суттєво збільшують протипухлинну активність сполук. 

2. Розроблено одностадійний («одноколбовий») препаративний метод 

синтезу 3-сульфaнільних похідних N-бензил-4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-

піролдіону. Показано, що запропонований метод збільшує на 10-25% 

загальний вихід продукту та зменшує час реакції, порівняно зі стандартним 

двостадійним синтезом. 

3. Встановлено, що під дією надлишку тіофенолу на 3-

арилсульфaнільні похідні 4-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-піролдіону 

утворюються 4-незаміщені похідні 3-ариламіно-2,5-дигідро-1H-2,5-

піролдіону. Це є новим методом синтезу сполук цього класу. 

4. На основі результатів молекулярного докінгу синтезовано 29 нових 

похідних 5-аміно-1-арил-4-(1Н-бензімідазол-2-іл)-1,2-дигідропірол-3-ону. 

Серед них знайдено чотири інгібітори протеїнкінази FGFR1 зі значеннями 

ІС50 в межах 0,32–1,85 мкМ. Показано, що наявність N1-незаміщеного 
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залишку бензімідазолу в положенні С-4 та м-гідрокси- або м-

хлорофенільного замісника у положенні N1 фрагменту 1,2-дигідропірол-3-

ону суттєво збільшує інгібувальну активність сполук щодо протеїнкінази 

FGFR1. 

5. Встановлено, що вказані інгібітори протеїнкінази FGFR1 виявляють 

протипухлинну активність на клітинній лінії гострої мієлоїдної лейкемії 

людини KG1 з IC50  в межах 2–9,3 мкM і не є токсичними щодо умовно 

нормальної клітинної лінії НЕК293.  
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