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Настоящее изобретение относится к
применению 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-
хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополона
формулы 1

в качестве средства, обладающего
цитотоксической активностью в отношении
культуры клеток немелкоклеточного рака легких
А 549. Технический результат: органическое
соединение формулы 1 позволяет ингибировать
рост опухолевых клеток легкого в меньшей
концентрации по сравнению с концентрациями
известныхвданномряду соединений,обладающих
цитотоксической активностью. 1 з.п. ф-лы, 1 пр.

(56) (продолжение):
активность производных [бензо][b][1,4]оксазепино[7,6,5-de]хинолин-2-ил]-1,3-трополонов, Химия
гетероциклических соединений, 2015, т.51(3), с.291-294.
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(54) AGENTHAVINGCYTOTOXIC ACTIVITYONNON-SMALL-CELL LUNGCANCERCELL CULTURE
A 549
(57) Abstract:

FIELD: chemistry.
SUBSTANCE: present invention relates to use of

2-(6,8-dimethyl-5-nitro-4-chloroquinolin-2-yl)-5,6,7-
trichloro-1,3-tropolone of formula 1

as agent possessing cytotoxic activity on non-small-
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cell lung cancer A 549 culture.
EFFECT: organic compound of formula 1 enables

to inhibit the growth of lung tumor cells in a lower

concentration compared to concentrations of compounds
known in this series, having cytotoxic activity.

1 cl, 1 ex
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Изобретение относится к фармакологии, а именно к биологически активным
веществам, обладающим цитотоксической активностью по отношению к культуре
клеток рака легкого А 549, и может быть использовано при производстве
противоопухолевых лекарственных средств

(1)

обладающих цитотоксической активностью по отношению к культуре клеток рака
легкого А 549, и может быть использовано при производстве противоопухолевых
лекарственных средств.

В настоящее время в мире онкологические заболевания являются одной из основных
причин смертности. По оценкам Международного агентства по исследованию рака, в
2018 году было зарегистрировано 18,1 миллиона новых случаев заболевания и 9,6
миллиона случаев смерти от злокачественных новообразований [1]. По данным
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) от рака умирает каждый шестой
человек. В России ежегодно выявляется почти 600 тыс., а умирает около 300 тыс.
онкобольных [2]. Рак является одной из самых значимыхмедицинских и общественных
проблем, как в России, так и в большинстве стран мира. Первое место по
распространенности среди мужчин и лидирующее место по смертности среди всех
онкологических заболеваний занимает рак легкого [3].

Основными подходами к терапии злокачественных новообразований является
хирургическое лечение и цитотоксическая химиотерапия, которая включает введение
противоопухолевых препаратов по стандартизированной схеме лечения [4]. На
сегодняшний день общепринятым стандартом первой линии терапии многих видов
рака является применение препаратов на основе платины, обладающих цитотоксическим
эффектомширокого спектра действия [5, 6, 7]. К ним относятся цисплатин, карбоплатин
и оксалиплатин с различной эффективностьюи токсичностью [8].Ихпротивоопухолевая
активность связана со способностью повреждать ДНК, что впоследствии приводит к
апоптозу опухолевых клеток [9]. В комбинации с другими противоопухолевыми
препаратами (этопозид, паклитаксел, блеомицин, гемцитабин, циклофосфамид)
платиновые агенты используются для лечения рака легкого, рака яичников, рака
поджелудочной железы, рака молочной железы, меланомы и лимфом [10, 11, 12].
Несмотря на широкое применение, все цитостатики вызывают многочисленные
нежелательные токсические эффекты: нейротоксичность, тошнота, рвота, потеря
мышечной массы [7, 8]. В связи со значительным ростом онкологических заболеваний
актуальным является разработка и внедрение новых противоопухолевых средств,
которые обладали бы высокой эффективностью на фоне низкого риска развития
нежелательных реакций.

Первым этапомвпоиске новыхпротивоопухолевых соединений в экспериментальной
клеточной биологии является тест нажизнеспособность, который позволяет проводить
начальный отбор перспективных лекарственных средств среди вновь синтезированных
соединений [6].
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В ряду 2-хинолин-2-ил-производных 1,3-трополона известен 2-(4h-1,3-бензоксазин-
4-он-2-ил)-4,5,6-трихлор-1,3-трополон, обладающий антибактериальной активностью
против госпитальных штаммов грамотрицательных и грамположительных бактерий
[9].

Известны в этом ряду 2-гетарилзамещенные 1,3-трополона, обладающие
антимикробным действием [10].

Известен в этом ряду также 2-[7-ацетил-9,11-ди(трет-бутил)-4-метил-5-хлорбензо[b]
[1,4]оксазепино[7,6,5-de]-хинолин-2-ил]-5,6,7-трихлор-1,3-трополон, проявляющий
цитотоксическую активность в отношении опухолевых клетокмолочнойжелезыMCF-7
(Human breast carcinoma) в концентрации IC50 12.96 μг/мл, а также опухолевых
эпителиальных клеток KB, опухолевых клеток легких Lu и печени Hep-G2 в
концентрациях IC50 > 128 μг/мл [11].

Наиболее близкимпо выполнениюявляется 5,7-ди(трет-бутил)-4-нитро-2-(4,7-дихлор-
5-нитро-8-метилхинолин-2-ил)-1,3-трополон, проявляющийцитотоксическуюактивность
на клеточные линии OVCAR-8, OVCAR-3, H441, HCT-116, Panc1, A549 (IC50 мкM
=3.89±0.6927) [12].

Технический результат достигается 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-
5,6,7-трихлор-1,3-трополоном формулы 1

Синтез соединения 1 заключается в реакции расширения о-хинонового цикла,
протекающей между 5-нитро-2,6,8-триметил-4-хлорхинолином 2 и 3,4,5,6-тетрахлор-
1,2-бензохиноном 3 при кипячении в диоксане:

Механизм образования трополоновой системы 1 включает стадию альдольной
конденсации с образованием интермедиата А, циклизацию А в норкарадиеновое
производное B и перегруппировку B в дигидротрополон С. Окончательное
формирование 1,3-трополонового фрагмента сопровождается дегидрохлорированием
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С, что ведет к основному продукту 1.
Строение соединения 1 установлено данными ЯМР 1Н и ИК-спектроскопии, масс-

спектрометрии.
Ниже приведен пример синтеза 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-

трихлор-1,3-трополона 1.
Пример. 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-трополон (1).

Раствор 20,6 г (0,083 моль) 3,4,5,6-тетрахлор-1,2-бензохинона (3), 21 г (0,083 моль) 5-
нитро-2,6,8-триметил-4-хлорхинолина (2) кипятили в 60 мл диоксана 2 часа. Охлаждали
раствор и отфильтровывали выпавший осадок.Получали 17 г соединения (1).Маточный
раствор пропускали через хроматографическую колонку с силикагелем (элюент -
CH2Cl2). Собирали ярко-желтую фракцию с Rf 0.5. Отгоняли растворитель и получали
2,8 г соединения (1). Выход 19,8 г (52 %), ярко-желтые кристаллы (бензол), т.пл.205-
207°С.

Спектр ЯМР 1Н, (600 МГц), δ, м.д. (CDCl3): 2.44 (3H, с, CH3), 2.74 (3H, c, CH3), 7.16
(1H, s, 4-СHтроп.), 7.57 (1H, с, CHаром.), 8.40 (1H, с, CHаром), 19.00 (1H, с, OH). Спектр

ЯМР 13С, (151 МГц), δ, м.д. (CDCl3): 17.66, 18.58, 112.15, 115.85, 123.85, 130.12, 131.39,
132.78, 134.09, 135.00, 136.29, 138.46, 138.55, 141.58, 144.01, 153.73, 173.61, 181.87. ИК-
спектр, ν/см-1: 3122, 3051, 1621, 1585, 1538, 1496, 1462, 1434, 1385, 1362, 1320, 1289, 1260,
1199, 1127, 1110, 1069, 1027, 1006, 945, 880, 840, 782, 756, 741, 712, 699. Масс-спектр (ЭУ,
70 эВ), m/z (Iотн (%)): 432 (M

+-CO, 85), 395 (16), 386 (37), 365 (17), 350 (18), 337 (16), 314
(13), 286 (25), 250 (25), 214 (31), 188 (23), 166 (30), 147 (62), 139 (50), 119 (58), 99 (37), 84
(87), 77 (57), 62 (100), 50 (57), 38 (77). C18H10Cl4N2O4 (M= 460.10). Вычислено: C 46.99; Н
2.19; N 6.09. Найдено: C 46.90; Н 2.12; N 6.02.

Исследование фармакологической активности
Материалы и методы
Эксперимент проведен на устойчивой клеточной линии немелкоклеточного рака

легкого A549.
МТТ-колориметрический тест для оценки жизнеспособности клеток основан на

восстановлении при помощи НАДФ-H-зависимых клеточных оксидоредуктазных
ферментов тетразолиевого красителя 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромида в нерастворимый в воде, но растроримый в ДМСО формазан,
который имеет пурпурно-синее окрашивание. Оценку жизнеспособности проводят по
уменьшениюоптической плотности опытных проб по сравнению с контрольными [13].

Клетки рассаживали в 96-луночный планшет и культивировали в стандартных
стерильных условиях: питательная среда DMEM, 10% ЭТС, 5% CO2, температура плюс
37°C. Вещество добавляли в концентрации от 0,004 до 2,226 мкМ. Клетки далее
инкубировали в тех же стандартных стерильных условиях в течение 72 ч, после чего к
ним добавляли по 20 мкл рабочего раствораМТТ.Инкубировали еще 2 часа в условиях
СО2-инкубатора. Образовавшиеся кристаллы формазана растворяли в ДМСО и
измеряли оптическую плотность (длины волн: возбуждение/эмиссия 540 нм / 590 нм).

Статистическая обработка результатов исследования проводилась с использованием
теста Вилкоксона, критерияКраскела-Уолиса с постобработкой тестомДанна. Обсчет
реализован в программе GraphPad Prism 5.0.

Результаты исследований
Об уровне цитотоксической активности судили по изменению степенифлуоресценции
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в лунках, обработанных веществом по сравнению с контрольными лунками (без
воздействия).

Ингибирующая концентрация IC50 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-
трихлор-1,3-трополона в отношении культуры клеток рака легкого А 549 составила
0,21±0,01 мкМ, что значимо меньше ингибирующей концентрации IC50 широко
используемого в терапии ракаЦиспластина, равной 3,84±0,23 [8] (отличия статистически
достоверныпо отношению к группе контроля, р≤0,05, по критериюКраскела-Уолиса).

Таким образом, 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-
трополон проявляет цитотоксическую активность в отношении клеточной линии рака
легкого A549, при этом концентрация IC50 предлагаемого соединения ниже, чем
концентрация IC50наиболее близкого по структуре соединения (IC50 = 3.89±0.6927 мкM;
[12]), и ниже, чем концентрацияшироко используемого в терапии опухолей, в том числе
и рака легкого, Циспластина.
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(57) Формула изобретения
1. Применение 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-

трополон формулы 1

в качестве средства, обладающего цитотоксической активностью в отношении
культуры клеток немелкоклеточного рака легких А 549.

2. Применение 2-(6,8-диметил-5-нитро-4-хлорхинолин-2-ил)-5,6,7-трихлор-1,3-
трополон по п.1 для изготовления фармацевтической композиции.
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