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РЕФЕРАТ Бензимидазол является фундаментальным фармакофором при создании лекарств из-за его 
широкого спектра биологической активности. Синтезированы новые АТ-специфичные флуоресцентные 
молекулы бисбензимидазола DB2Py(n), содержащие пирролкарбоксамидный фрагмент антибиотика не-
тропсина. С использованием спектров поглощения, флуоресценции и кругового дихроизма показана 
способность бисбензимидазолпирролов к комплексообразованию с ДНК. Новая серия DB2Py(n) оказа-
лась более токсичной на линиях опухолевых клеток человека и менее токсичной для неопухолевых 
клеток. Бисбензимидазолпирролы проникали в ядро клетки, воздействовали на фазу S-клеточного 
цикла, а также в низких концентрациях ингибировали эукариотическую топоизомеразу I в бескле-
точной модели. Анализ пролиферации опухолевых клеток в режиме реального времени подтвердил 
усиление токсических свойств при димеризации бисбензимидазолпиррола. Согласно предварительным 
данным определения цитотоксичности бисбензимидазолпирролов на клеточной модели с фенотипом 
множественной лекарственной устойчивости мономерные соединения преодолевают множественную 
лекарственную устойчивость, в то время как димеризация молекулы приводит к снижению этого свой-
ства до средних величин по сравнению с доксорубицином. Таким образом, новые цитотоксичные бис-
бензимидазолпиррольные структуры представляют интерес для дальнейшего глубокого изучения их 
свойств и механизма действия в отношении опухолевых клеток человека, а также для дизайна новых 
АТ-специфичных лигандов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бисбензимидазолпиррол, узкобороздочный лиганд, цитотоксичность, комплексообра-
зование с ДНК, топоизомераза I, клеточный цикл, множественная лекарственная устойчивость.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДМФА – диметилформамид; МЛУ – множественная лекарственная устойчивость; 
Топо-I – эукариотическая топоизомераза I; ХЖКД – холестерическая жидкокристаллическая диспер-
сия; IC50 – концентрация соединения, вызывающая гибель 50% клеток.

ВВЕДЕНИЕ 
Соединения, способные связываться с высокой кон-
стантой с узкой бороздкой ДНК за счет образования 
водородных связей, представляют интерес в каче-
стве средств, способных регулировать биологиче-
скую активность. Применение бисбензимидазолов 
в качестве лекарственных препаратов открывает 

новые возможности для терапии социально зна-
чимых заболеваний, в том числе злокачественных 
новообразований. Быстрый рост устойчивости опу-
холей к используемым протоколам лечения дела-
ет необходимым поиск новых эффективных ДНК-
специфичных лигандов, что является важным 
направлением развития медицинской химии [1–4].
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Мишенью ДНК-специфичных соединений на ос-
нове узкобороздочных лигандов служат АТ-пары 
нуклеотидов в структуре ДНК. Существует воз-
можность подбора структуры лиганда под вы-
бранный участок связывания на ДНК, а также ис-
ключение неспецифического связывания с ДНК 
благодаря комплементарным взаимодействиям 
между ДНК-специфичным лигандом и биомакро-
молекулой. В этом плане наиболее перспективны 
низкомолекулярные узкобороздочные лиганды. 
Такие соединения в значительной степени свобод-
ны от побочного мутагенного эффекта, характер-
ного для низкомолекулярных соединений, интер-
калирующих между парами оснований ДНК. Они 
способны модулировать экспрессию генов и ДНК-
связывающих белков, проявляя таким образом 
противоопухолевые свойства. 

Ранее мы получили на основе Hoechst 33258 
ряд флуоресцентных водорастворимых АТ-
специфичных димерных бисбензимидазольных 
узкобороздочных лигандов серий DB(n), DBP(n), 
DBA(n) и DBPA(n), где n равно количеству мети-
леновых звеньев в линкере. Все вышеупомянутые 
соединения содержат в своей структуре два АТ-
распознающих фрагмента, состоящих из двух бис-

бензимидазольных блоков [5–8]. При взаимодей-
ствии с ДНК каждый АТ-распознающий фрагмент 
образует бифуркационную (трехцентровую) водо-
родную связь с О2-атомом тимина и/или N3-атомом 
аденина двух соседних AT-пар, накрывая при этом 
участок размером примерно полторы пары осно-
ваний [9]. Все соединения (DB(n), DBP(n), DBA(n) 
и DBPA(n)) проникали через клеточную и ядерную 
мембраны, окрашивали ДНК и демонстрировали 
значительную активность в качестве ингибиторов 
ДНК-зависимых ферментов.

В работе проведен синтез и изучена биоло-
гическая активность новых узкобороздочных 
лигандов, содержащих в своей структуре АТ-
распознающий пирролкарбоксамидный фрагмент, 
аналогичный фрагменту природного антибио-
тика нетропсина [10], не нашедшего применения 
в практике из-за высокой цитотоксичности. Новые 
лиганды MB2Py и MB2Py(Ac) (рис.  1) состоят 
из трех АТ-распознающих блоков – двух бензи-
мидазольных и одного пирролкарбоксамидного, 
ковалентно связанных друг с другом, и димерных 
производных DB2Py(n) (рис. 1), являющихся про-
дуктом димеризации MB2Py олигометиленовыми 
α,ω-дикарбоновыми кислотами различной длины 

Hoechst 33258 
Нетропсин

MB
2
Py

MB
2
Py(Ac)

DB
2
Py(n); n = 4, 5

Рис. 1. Структурные формулы Hoechst 33258, нетропсина, мономерных MB
2
Py, MB

2
Py(Ac) и димерных 

cоединений DB
2
Py(n). В MB

2
Py(Ac) бисбензимидазольный фрагмент выделен красным, а пирролкарбоксамидный 

фрагмент синим цветом
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(n – число метиленовых звеньев в линкере) с об-
разованием симметричных соединений по типу 
«голова-к-голове». Использование гибкого линкера 
в димерных соединениях позволит молекуле связы-
ваться с двумя АТ-богатыми сайтами, находящими-
ся на разных расстояниях друг от друга. Как пока-
зано нами ранее, димеризация мономерного лиганда 
серии DB(n) привела к увеличению аффинности 
к ДНК новой структуры [11]. 

Увеличение количества AT-распознающих фраг-
ментов в мономерной субъединице ведет к увеличе-
нию константы комплексообразования лиганд–ДНК 
и должно снижать ингибирующую концентрацию 
в отношении ДНК-зависимых ферментов. В дан-
ной работе описываются синтез и изучение био-
логической активности двух мономерных соедине-
ний – MB2Py и MB2Py(Ac), и димерных соединений 
DB2Py(n).

Синтез димерных бисбензимидазолпир ролов 
DB2Py(4,5) осуществлен исходя из 6-[6-(4-метил-
пиперазин-1-ил)-1H-1,3-бензодиа зол-2-ил]-2-(4-
нитро-1-пропил-1H-пиррол-2-ил)-1H-1,3-бензо-
диазола (I) (рис. 2), полученного в лаборатории 
ДНК-белковых взаимодействий Института мо-
лекулярной биологии РАН. Соединение (I) ис-
пользовали для получения мономерного лиганда 
MB2Py(Ac) путем восстановления исходного соеди-
нения в токе водорода в ледяной уксусной кислоте 
в присутствии уксусного ангидрида на 10% палла-
дии на угле в качестве катализатора. Мономерное 
соединение MB2Py получено аналогичным методом 
в присутствии соляной кислоты и этанола в каче-
стве растворителя. Исходя из мономерного бис-

бензимидазолпиррольного блока MB2Py получе-
ны два димерных соединения DB2Py(n) путем его 
димеризации рядом алифатических нормальных 
α,ω-дикарбоновых кислот в присутствии HBTU 
в качестве конденсирующего агента и DIPEA 
как основания в ДМФА, отличающихся количе-
ством метиленовых звеньев в линкере, n = 4, 5 
(рис. 2). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали адипиновую и пимелино-
вую кислоты, HBTU, DIPEA (Fluka, Швейцария), 
диоксан, ДМФА, ледяную AcOH, Ac2O, iPrOH, аце-
тон («Реахим», Россия). Растворы веществ в ор-
ганических растворителях сушили над Na2SO4. 
Растворители упаривали на роторном испарите-
ле в вакууме водоструйного насоса, как прави-
ло, при 30–50°С. Вещества высушивали в вакууме 
над P2O5 и NaOH. Температуры плавления опреде-
ляли на приборе Boethius (Германия). Гидрирование 
проводили над 10% Рd/C (Merck, Германия) при ат-
мосферном давлении и комнатной температуре 
до прекращения поглощения водорода. Чистоту по-
лученных соединений определяли с помощью TCX 
на пластинках Kieselgel 60 F254 (Merck). Вещества 
на хроматограммах обнаруживали в УФ-свете 
по поглощению при 254 нм и/или по флуоресценции 
при 365 нм.

Спектры 1Н-ЯМР регистрировали на спектрометре 
Avance III 300 MHz (Bruker, Германия), оснащенным 
криогенным зондом тройного резонанса TCI (Bruker 
Biospin Gmbh, Германия) в DMSO-d6 при 30°C.

Реакция 
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Рис. 2. Схема синтеза мономерных соединений MB
2
Py, MB

2
Py(Ac) и димерных DB

2
Py(4, 5) 
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Масс-спектры снимали на времяпролетном приборе 
AB SCIEX 4800 (AB SCIEX, США) в режиме реги-
страции положительных ионов (если специально 
не оговорено); матрица – 2,5-дигидроксибензойная 
кислота; N2 – лазер, 337 нм.

Спектры поглощения регистрировали на спектро-
фотометре Cary100 (Varian, США).

Спектры флуоресценции растворов измерены 
на спектрофлуориметре PTI (Photo Technology 
Intern., Канада). Использовали двухцепочечную 
ДНК тимуса теленка (Sigma). 

Спектры КД регистрировали при  помощи 
портативного дихрометра СКД-2 (изготовлен 
в Институте спектроскопии РАН, г. Троицк). 
Использовали ДНК спермы лосося (Техно мед-
сервис, Россия), кварцевые кюветы с длиной оп-
тического пути 1 см. 

Опухолевые клеточные линии человека
Использовали линии немелкоклеточного рака легко-
го A549, рака толстой кишки HCT-116, гепатокар-
циномы Huh7, карциномы поджелудочной железы 
PANC-1, рака молочной железы SKBR3, MCF7, рака 
яичников SKOV3, остеосаркомы U2OS человека, 
первичную культуру глиобластомы человека Gbl13n, 
иммортализованную эпителиальную клеточную ли-
нию HBL-100 и ее устойчивую к доксорубицину 
сублинию HBL-100/DOX и линию клеток молочной 
железы MCF10A неопухолевого происхождения. 
В качестве контрольных лекарств использовали 
иринотекан, доксорубицин (Sigma), этопозид, пуро-
мицин (InvivoGen).

Для опухолевых клеточных линий человека ис-
пользовали среду DMEM (Sigma), cодержащую 
10% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, 
Южная Америка) и 2 мМ L-глутамина («ПанЭко», 
Россия). Клетки неопухолевого происхожде-
ния MCF10A культивировали в среде DMEM/F12 
(Sigma), содержащей 5% лошадиной сыворотки 
(Biosera, Южная Америка), 100 мг/мл эпидермаль-
ного фактора роста (EGF), 1 мг/мл гидрокортизо-
на и 10 мг/мл инсулина («ПанЭко»). Обе среды со-
держали пенициллин и стрептомицин 100 Ед/мл 
(«ПанЭко»), все клетки культивировали при 370С, 
5% СО2.

Цитотоксический эффект оценивали с помощью 
стандартного МТТ-теста (Microculture Tetrazolium 
Test), основанного на способности дегидрогеназ 
живых клеток восстанавливать неокрашенные 
формы 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-

тетразолиум бромида (МТТ-реагента) до голу-
бого кристаллического фармазана, растворимого 
в диметилсульфоксиде (DMSO). IC50 – концентра-
ция соединения, вызывающая 50% гибель клеток. 
Реагент МТТ был приобретен в «ПанЭко». Окраску 
регистрировали на спектрофотометре при дли-
не волны 570 нм с помощью спектрофотометра 
(Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific, США). 
Оптическую плотность в лунках, где клетки ин-
кубировали без контроля, принимали за 100%. 
Показатели оптической плотности в лунках с каж-
дой концентрацией контроля усредняли и вычис-
ляли процент выживших клеток при той или иной 
концентрации препарата. 

Измерение клеточного цикла с помощью 
проточной цитофлуориметрии
Клетки HCT-116 рассевали по 500 × 103 кле-
ток на лунку в 6-луночном планшете и растили 
в среде DMEM (Gibco, США), содержащей 2 мМ 
L-глутамина («ПанЭко») и 1-кратный раствор ан-
тибиотика – антимикотика (Gibco) с добавлени-
ем 10% (v/v) фетальной бычьей сыворотки (Gibco) 
при 37°C и 5% CO2. Через 24 ч меняли среду на све-
жую с добавлением препаратов в концентрации 
1 мкМ, оставляя контрольные лунки без препарата. 
Клетки инкубировали в течение 24 и 48 ч. Для ана-
лиза клетки промывали на чашках раствором 
Версена («ПанЭко») и 0.25% раствором трипсина-
EDТА (Gibco). Подсчитывали концентрацию кле-
ток и отбирали равные количества для анализа. 
Центрифугировали в течение 5 мин при 1200 об/мин, 
удаляли супернатант, промывали в 1 мл холодного 
PBS. Клетки ресуспендировали в 1 мл холодного 
96% этанола и инкубировали ночь при +4ºC. Затем 
центрифугировали (15 мин, 1900 об/мин), промыва-
ли 1 раз раствором холодного PBS. К осадку добав-
ляли 1 мл 3.8 мМ раствора цитрата натрия в PBS, 
содержащего 500 мкг/мл иодида пропидия и 1 мкл 
РНКазы A (10 мг/мл) и инкубировали в течение 
ночи при температуре +4ºC. Флуоресценцию ио-
дида пропидия измеряли в канале FL2 с помощью 
проточного цитофлуориметра CytoFlex. Данные ана-
лизировали с помощью программы ModFit LT 3.2 
(Verity Software).

Пролиферацию клеток, подвергнутых воздействию 
исследуемых соединений, определяли с исполь-
зованием анализатора клеток в реальном време-
ни (RTCA) xCELLigence (ACEA Biosciences, США). 
По 5000 клеток остеосаркомы человека U2OS вы-
севали в лунки 16-луночного планшета с микро-
электронным биосенсором на дне каждой лунки 
(запатентованные Е-планшеты) и инкубировали 
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в течение 24 ч в приборе Roche xCELLigence Real-
Time Cell Analyser (RTCA) DP (Roche Diagnostics 
GmbH, Германия). При достижении клеточного ин-
декса 1 среду удаляли с последующим добавлением 
либо одной среды (контроль), либо среды с различ-
ными концентрациями веществ (0.16, 0.8, 4, 20, 100, 
500 мкМ соответственно).

Cпособность соединений проникать в клеточное 
ядро определяли с использованием флуоресцент-
ного микроскопа в ультрафиолетовом диапазоне 
длин волн. Живые клетки глиобластомы Gbl13n вы-
держивали в культуральной среде с соединениями 
в концентрации 2 мкМ в течение 2 суток, хорошо 
промывали фосфатно-солевым буфером, фиксиро-
вали формальдегидом, фотографировали с помощью 
флуоресцентного микроскопа Zeiss Axioplan 2 (Carl 
Zeiss, Германия). Ядра клеток фотографировали 
с помощью конфокального микроскопа ZEISS LSM 
710 (Carl Zeiss AG).

Ингибирование каталитической активности  
эукариотической топоизомеразы I в  реак-
ции релаксации суперскрученной ДНК (ссДНК). 
Способность модулировать активность топоизо-
меразы I (Tопо-I) in vitro изучали с использо-
ванием набора Topoisomerase I Drug Screening 
kit (TopoGen, Inc., cat. № 1018-1, www.topogen.
com). 1 ед. очищенной Топо-I из тимуса теленка 
(Fermentas, США) и исследуемые соединения в кон-
центрации 2.5 и 5 мкМ; 0.65 и 1.25 мкМ инкубиро-
вали с 0.12 мкг супер скрученной плазмидной ДНК 
рНOT1 (TopoGen) в реакционном буфере ×1 (10 мМ 
Трис-HCl pH 7.9, 1 мМ EDTA, 0.15 M NaCl, 0.1% BSA, 
0.1 мМ спермидин, 5% глицерин). Реакцию проводи-
ли в течение 30 мин при 37°С, останавливали вне-
сением SDS до конечной концентрации 1%, обраба-
тывали протеиназой К с конечной концентрацией 
50 мкг/мл в течение 30–60 мин при 37°С. Продукты 
реакции разделяли электрофоретически в 1% ага-
розном геле с ТАЕ-буфером (2 M Трис-основание, 
0.05 M EDTA, 1.56 М уксусная кислота) при мак-
симальной напряженности электрического поля 
3–4 В/cм и затем окрашивали водным раствором 
этидия бромида (0.5 мкг/мл). Визуализацию ДНК 
в геле регистрировали по флуоресценции в про-
ходящем ультрафиолетовом свете с длиной волны 
от 240 до 360 нм. В отсутствие ингибитора Топо-I 
релаксировала ссДНК с образованием ряда топои-
зомеров. Эффект ингибирования Топо-I выявляли 
по способности исследуемых соединений задержи-
вать реакцию релаксации ссДНК, т.е. по сохранению 
ссДНК. Исходная концентрация растворов бисбен-
зимидазолпирролов в DMSO составляла 5 × 10–3 М.

Данные по выживаемости клеток обрабатывали 
с помощью программного обеспечения GraphPad 
Prism 8, кривые жизнеспособности сравнивали 
с использованием критерия Фишера (F-тест). Все 
эксперименты повторяли 3 раза, влияние на про-
лиферацию клеток в режиме реального времени 
тестировали дважды. Для представления данных 
выбирали наиболее удачный опыт, результаты ко-
торого не противоречили результатам таких же 
опытов.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Синтез мономерных бисбензимидазолпирролов 
MB2Py, MB2Рy(Ac) и димерных соединений 
DB2Py(4, 5)

Синтез MB2Py. Суспензию 0.1 г 10% Pd/C в 20 мл 
абсолютного этанола насыщали водородом до пре-
кращения его поглощения. Затем добавили 0.3 мл 
концентрированной соляной кислоты и 0.20  г 
(0.41 ммоль) 6-[6-(4-метилпиперазин-1-ил)-1H-
1,3-бензодиазол-2-ил]-2-(4-нитро-1-пропил-1H-
пиррол-2-ил)-1H-1,3-бензодиазол (I). Реакционную 
массу перемешивали при комнатной температуре 
до прекращения поглощения водорода. Полученный 
раствор отфильтровывали от катализатора и об-
разовавшегося осадка, твердый осадок целево-
го вещества смывали с фильтра водой 2 × 10 мл, 
воду упаривали при пониженном давлении. Выход 
MB2Py – 0.173 г (93%) в виде зеленого аморфного 
порошка. По данным ТСХ в системе гексан–этил-
ацетат (3:1) полученное вещество гомогенно. Масс-
спектр: 455.26 [M+H]+, рассчитано: 454.57 (C26H30N8).

Синтез MB2Py(Ac). Суспензию 0.15 г 10% Pd/C 
в 30 мл ледяной уксусной кислоты насыщали во-
дородом до прекращения его поглощения. Затем 
добавляли 2 мл уксусного ангидрида и 0.35  г 
(0.72 ммоль) вещества (XII). Реакционную мас-
су перемешивали в токе водорода комнатной тем-
пературы в течение 5 ч. Полученный раствор от-
фильтровывали от катализатора. Маточный раствор 
упаривали при пониженном давлении, образовав-
шееся масло трижды переупаривали с 30 мл изо-
пропилового спирта. Выход MB2Py(Ac) 0.37 г (92.4%) 
в виде желтых кристаллов. По данным ТСХ в си-
стеме i-PrOH–NH4OH (5:1) полученное вещество 
MB2Py(Ac) гомогенно, т. пл. 219°С. Масс-спектр: m/z: 
496.15 [M]+, 454.13 [M–NHAc]+, расcчитано: 496.26 
(C28H32N8O). 

Общий метод синтеза DB2Py(n). К раствору α,ω-
алкилдикарбоновой кислоты (0.1 ммоль) в 2 мл абс. 
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ДМФА прибавили HBTU (0.25 мМ), DIPEA (0.50 мМ) 
и перемешивали при комнатной температуре в те-
чение 30 мин. К полученному раствору добавляли 
0.10 г (0.2 ммоль) MB2Py, перемешивали в течение 
еще 1 ч и оставляли реакционную массу на ночь. 
Растворитель упаривали при пониженном давле-
нии, получившееся масло затирали с абс. i-PrOH. 
В образовавшуюся суспензию добавляли 0.5 мл 35% 
HCl в диоксане, выпавший осадок отфильтровы-
вали, промывали 3 раза 80% водным ацетоном и 2 
раза абс. i-PrOH. Твердый остаток в виде зелено-
го порошка высушивали в вакууме над NaOH/P2O5. 
По данным ТСХ в системе MeOH–TFA–H2O (5:1:2) 
продукт реакции гомогенен. 

DB2Py(4)·6HCl. Выход 55 мг (48%), т. пл. >350°С. 
Масс-спектр, 1019.57 [M+H]+, рассчитано М 1018.55 
(C58H66N16O2). 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ 0.85 
(6H, t, J = 7.4, 2(–CH3)), 1.65 (4H, m, (–CH2–CH2–)), 
1.75 (4H, q, J = 7.2, 2(–CH2CH2CH3)), 2.31 (4H, m, 
2(–COCH2–)), 2.77 (4H, s, pip), 3.23 (4H, s, pip), 3.35 
(6H, s, 2(N–CH3)), 4.54 (4H, t, J = 7.0, 2(N–CH2–)), 
7.05–6.84 (4H, m, ArH), 7.10 (2H, s, ArH), 7.36–7.24 (2H, 
brs, ArH), 7.48 (2H, d, J = 8.6, ArH), 7.58 (2H, m, ArH), 
7.97 (2H, m, ArH), 8.26 (2H, d, J = 36.2, ArH), 9.93 (2H, 
s, 2(–NHCO–)).
DB2Py(5)·6HCl. Выход 61 мг (47%), т. пл. >350°С. 
Масс-спектр, m/z: 1033.42 [M+H]+, рассчитано М 
1032.57 (C59H68N16O2). 

1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6): 
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Рис. 3. Спектры поглощения и флуоресценции свободного DB
2
Py(n) и комплекса с ДНК. A – спектры поглощения 

DB
2
Py(4) в отсутствие (1) и в присутствии ДНК (2–8); [DB

2
Py(4)] 4.06 × 10-6 М; 0.001 М какодилат натрия. [ДНК] 

1 – 0; 2 – 0.25; 3 – 0.49; 4 – 0.98; 5 – 1.48; 6 – 2.45; 7 – 14.67; 8 – 121.9 × 10-6 М п.н. соответственно; длина 
оптического пути 1 см. Б – спектры поглощения DB

2
Py(5) в отсутствие (1) и в присутствии ДНК (2–8); [DB

2
Py(5)] 

4.29 × 10-6 М; 0.001 М какодилат натрия. [ДНК] 1 – 0; 2 – 0.25; 3 – 0.49; 4 – 0.98; 5 – 1.48; 6 – 2.45; 7 – 14.67; 
8 – 121.9 × 10-6 М п.н. соответственно; длина оптического пути 1 см. В – спектры флуоресценции DB

2
Py(4) 

в отсутствие (1) и в присутствии ДНК (2–6). [DB
2
Py(4)] 4.6 × 10-6 M; [ДНК] 1 – 0; 2 – 3; 3 – 6; 4 – 18; 5 – 30; 

6 – 54 M п.н. соответственно. Буфер: 10 мМ PBS (рН 7.4). Длина волны возбуждения 320 нм, ширина щели 
5 нм, кювета 10 × 10 мм, 22°С. Г – спектры флуоресценции DB

2
Py(5) в отсутствие (1) и в присутствии ДНК (2–6). 

[DB
2
Py(5)] 2.3 × 10–6 M; [ДНК] 1 – 0; 2 – 3; 3 – 6; 4 – 18; 5 – 54; 6 – 78 × 10–6 M п.н. cоответственно. Буфер: 

10 мМ PBS (рН 7.4). Длина волны возбуждения 320 нм, ширина щели 5 нм, кювета 10 × 10 мм, 22°С
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δ 0.87 (6H, t, J = 7.4, 2(–CH3)), 1.34 (2H, m, –CH2–), 
1.63 (4H, m, –CH2–CH2–CH2–), 1.77 (4H, q, J = 7.2, 
2(–CH2CH2CH3)), 2.30 (4H, m, 2(–COCH2–)), 2.87 (8H, 
brs, pip), 3.35 (6H, s, (–NCH3)), 4.55 (4H, t, J = 7.2, N–
CH2–), 7.05 (2H, brs, ArH), 7.24 (2H, m, ArH), 7.42–7.28 
(4H, m, ArH), 7.75 (4H, dd, J = 20.0, 8.6, ArH), 8.04 
(2H, d, J = 8.7, ArH), 8.45 (2H, brs, ArH), 9.93 (2H, s, 
2(–NHCO–)).

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Спектры поглощения и флуоресценции DB2Py(n)
Измерения интенсивности и максимумов погло-
щения DB2Py(4) и DB2Py(5) в отсутствие и в при-
сутствии ДНК в разных концентрациях и со-
поставление полученных спектров позволяют 
косвенно подтвердить способность новых димерных 
узкобороздочных лигандов образовывать комплексы 
с ДНК (рис. 3А,Б). При увеличении концентрации 
ДНК происходит падение интенсивности поглоще-
ния, что свидетельствует об образовании комплекса 
новых бисбензимидазолпирролов с ДНК. При даль-
нейшем увеличении концентрации ДНК происходит 
изменение положения максимума поглощения, ха-
рактеризующееся сдвигом в длинноволновую об-
ласть спектра (батохромный сдвиг), а также уве-
личением амплитуды полосы поглощения. Все это 
свидетельствует об образовании нескольких типов 
комплексов с ДНК в зависимости от концентрации 
лиганда.

В спектрах флуоресценции соединений DB2Py(4) 
и DB2Py(5) в присутствии ДНК наблюдается раз-

горание интенсивности флуоресценции при уве-
личении концентрации ДНК (рис. 3В,Г). Это сви-
детельствует об образовании комплекса данных 
соединений с ДНК. Разгорание флуоресценции об-
уславливается стабилизацией сопряженной струк-
туры лиганда в узкой бороздке ДНК. 

Спектры кругового дихроизма DB2Py(4) 
и DB2Py(5) в комплексе с ХЖКД ДНК
Спектры кругового дихроизма DB2Py(n) в холе-
стерической жидкокристаллической дисперсии 
(ХЖКД) ДНК позволяют подтвердить образование 
комплексов полученных соединений с ДНК и их ло-
кализацию в одной из бороздок ДНК.

Сходная картина спектров КД в ХЖКД наблюда-
ется для соединений DB2Py(4) и DB2Py(5) (рис. 4) – 
в области поглощения лигандов (300–400 нм) при-
сутствует положительная интенсивная полоса, 
что свидетельствует об образовании комплексов, 
локализованных в одной из бороздок ДНК [12, 13]. 
Методом рентгеноструктурного анализа исходного 
соединения Hoechst 33258 получены данные, под-
тверждающие его локализацию в узкой бороздке 
ДНК [9], поэтому мы полагаем, что наши соединения 
являются узкобороздочными лигандами.

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ

Цитотоксичность в отношении опухолевых 
клеток человека
Цитотоксическую активность соединений из-
учали МТТ-методом на шести клеточных лини-
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Рис. 4. A – спектры КД ХЖКД ДНК в отсутствие (1) и присутствии (2–9) DB
2
Py(4); 0.3 M NaCl; 170 мг/мл 

ПЭГ-4000; 0.002 M Na-фосфат, [ДНК] 4.545 × 10-5 М п.н.; [DB
2
Py(4)] 1 – 0; 2 – 0.41; 3 – 0.82; 4 – 1.63; 5 – 3.25; 

6 – 4.87; 7 – 6.48; 8 – 8.08; 9 – 10.07 × 10-6 М соответственно. Длина оптического пути 1 cм. Б – спектры 
КД ХЖКД ДНК в отсутствие (1) и в присутствии (2–8) DB

2
Py(5); 0.3 M NaCl; 170 мг/мл ПЭГ-4000; 0.002 M 

Na-фосфат, [ДНК] 4.545 × 10-5 М п.н.; [DB
2
Py(5)] 1 – 0; 2 – 0.43; 3 – 0.86; 4 – 1.72; 5 – 3.44; 6 – 5.15; 7 – 6.85; 

8 – 8.54 × 10-6 М соответственно. Длина оптического пути 1 cм
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Рис. 5. Цитотоксич-
ность (IC

50
) моно-

мерного и димерных 
бисбензимидазол-
пирролов в сравне-
нии с иринотеканом 
на различных опу-
холевых клеточных 
линиях человека.  
SD – стандартное 
отклонение,  
SE – стандартная 
ошибка,  
R2 – коэффициент 
детерминации

A549 HCT-116
Соединение IC50, мкM SD SE R2 IC50, мкM SD SE R2

MB2Py(Ac) 68.35 1.3E+11 6.5E+10 0.6736 10.13 3.546 1.773 0.9263
ВD2Py(4) 8.163 62.48 31.24 0.8911 7.343 1.4048 0.7024 0.9366
DB2Py(5) 15.45 3.202 1.601 0.923 22.32 6.14 3.07 0.8363

Иринотекан 39.95 39.64 19.82 0.9488 21.44 102.08 51.04 0.8267

Huh7 PANC-1
Соединение IC50, мкM SD SE R2 IC50, мкM SD SE R2

MB2Py(Ac) 2.697 0.10548 0.05274 0.9061 0.8199 0.15072 0.07536 0.9802
ВD2Py(4) 1.133 0.09772 0.04886 0.8728 1.105 0.2964 0.1482 0.9421
DB2Py(5) 2.745 0.11036 0.05518 0.9329 3.704 0.8638 0.4319 0.9407

Иринотекан 16.65 0.11536 0.05768 0.7239 7.064 4.46 2.23 0.8915

SKBR3 SKOV3
Соединение IC50, мкM SD SE R2 IC50, мкM SD SE R2

MB2Py(Ac) 2.22 9.002 4.50 0.8045 3.887 3.11 1.555 0.9313
DB2Py(4) 4.754 6 3 0.947 1.694 1.0884 0.5442 0.9706
DB2Py(5) 3.549 2.54 1.27 0.8604 3.991 2,836 1.418 0.8711

Иринотекан 9.259 12.298 6.149 0.8491 1.318 5.15 2.575 0.8844
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ях и одной первичной культуре опухолей челове-
ка. Определена полуингибирующая концентрация 
(IC50) на клетках немелкоклеточного рака легкого 
A549, рака толстой кишки HCT-116, гепатокарци-
номы Huh7, карциномы поджелудочной железы 
PANC-1, рака молочной железы SKBR3, рака яич-
ников SKOV3 и на полученной нами ранее первич-
ной культуре глиобластомы человека Gbl13n [14, 15]. 
Данные представлены на рис. 5. Показано, что ли-
нии Huh7, PANC-1 и SKBR3 обладают большей 
чувствительностью к воздействию новых соедине-
ний, чем к противоопухолевому средству ириноте-
кан. Цитотоксичность димерных молекул DB2Py(4) 
и DB2Py(5) в отношении клеточной линии A549 
была значительно выше (в 5–7 раз), чем у моно-
мерной MB2Py(Ac) и иринотекана (в 2.8–3.8 раза). 
Однако не выявлено существенных различий в ци-

тотоксичности мономерных и димерных бисбензи-
мидазолпироллов в отношении линий Huh7, PANC-1, 
SKBR3, SKOV3.

Существует мнение о необходимости тести-
ровать новые лекарства не только на линейных, 
но и на первичных клеточных культурах. На пер-
вичной клеточной культуре глиобластомы челове-
ка Gbl13n цитотоксическая активность димеров 
DB2Py(4), DB2Py(5) приблизительно в 10 раз пре-
высила активность мономера MB2Py(Ac) и была со-
поставимой с иринотеканом (табл. 1). 

Тестирование селективности в отношении 
опухолевых клеток 
Возможную селективность новых соединений в от-
ношении опухолевых клеток определяли по уровню 
их цитотоксичности на опухолевых и трансформи-
рованных клеточных линиях.

В качестве модели использовали клеточную ли-
нию MCF7 рака молочной железы и условно нор-
мальную линию эпителиальных клеток молочной 
железы – MCF10A. Протестированные клеточные 
линии были чувствительны к токсическому дей-
ствию новых бисбензимидазолпирролов. Наиболее 
восприимчивой оказалась опухолевая линия MCF7 
(рис. 6). Таким образом, наблюдалась некоторая, 
приблизительно двукратная, селективность в цито-
токсическом действии соединений на клетки опухо-
левого происхождения. Однако мономер МB2Py(Ac) 

Таблица 1. Цитотоксичность мономерного и димерных 
бисбензимидазолпирролов в сравнении с ириноте-
каном на первичной культуре клеток глиобластомы 
человека Gbl13n

Соединение  IC50, мкМ

MB2Py(Ac) >100
DB2Py(4) 12.67 ± 2.33
DB2Py(5) 8.78 ± 6.64

Иринотекан 10.02 ±0.7

Соединение
MCF10A MCF7

 F-тест
IC50, мкM SD SE R2 IC50, мкM SD SE R2

MB2Py(Ac) 4.316 0.750099 0.5304 0.9225 1.793 0.228678 0.1617 0.9856 *p<0.0001

DB2Py(4) 4.355 0.932363 0.5383 0.9432 2.506 0.77388 0.4468 0.9702 *p<0.0001

*Cтатистически значимые отличия.
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Рис. 6. Сравнение цитотоксичности новых бисбензимидазолпирролов в отношении клеток MCF10A (эпителиаль-
ные клетки молочной железы человека, условно нормальная клеточная линия) и на MCF7 (рак молочной желе-
зы). SD – стандартное отклонение, SE – стандартная ошибка, R2 – коэффициент детерминации, F-тест – стати-
стический критерий
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и димер DB2Py(4) демонстрировали сходные зна-
чения IC50 для протестированных клеточных ли-
ний. Можно предположить, что удвоение молекулы 
не повлияло на уровень цитотоксичности в отноше-
нии исследуемой пары клеточных линий.

Влияние новых соединений на пролиферацию 
клеточной линии остеосаркомы 
Влияние мономера MB2Py(Ac) и димера DB2Py(5) 
на пролиферацию культивируемых клеток остеосар-
комы U2OS сравнивали в режиме реального вре-
мени с использованием прибора RTCA. После вне-
сения веществ в концентрации 0.16–500 мкМ рост 
клеток фиксировался в течение 74 ч. В качестве 
контрольного соединения использовали пуромицин, 
который в концентрации 10 мг/мл (21 мМ) вызывал 
полную гибель клеток (рис. 7А). Более низкие дозы 
MB2Py(Ac) (0.16, 0.8 и 4 мкМ) не влияли на проли-
ферацию U2OS (рис. 7Б). При концентрации 20 мкМ 
наблюдалось замедление пролиферации, в то время 
как 100–500 мкМ полностью останавливали деление 
клеток. Показано, что DB2Py(5) ингибировал рост 
клеток остеосаркомы зависимым от концентрации 
и времени способом (рис. 7В). Таким образом, димер 
был очевидно токсичнее мономера.

Оценка возможности преодоления новыми 
соединениями множественной лекарственной 
устойчивости (МЛУ) 
Важным свойством потенциального препарата явля-
ется его способность преодолевать множественную 
лекарственную устойчивость клеток, опосредован-
ную действием АВС-транспортера P-гликопротеина 
(P-gp). Новые мономерные и димерные бисбензи-
мидазолпирролы тестировали МТТ-методом на им-
мортализованной, эпителиальной клеточной линии 
HBL-100 [16, 17] и на сублинии HBL-100/DOX, полу-
ченной из нее путем длительной инкубации с док-
сорубицином. Показано, что 95% клеток HBL-100/
DOX сверхэкспрессируют белок P-gp, отвечающий 
за установление резистентности клетки к лекар-
ствам, в том числе обладают перекрестной устой-
чивостью к паклитакселу и винбластину. Таким об-
разом, сублиния HBL-100/DOX обладает фенотипом 
МЛУ, т.е. резистентностью не только к доксорубици-
ну, но и к другим субстратам P-gp [18]. 

Сходное цитотоксическое действие мономеров 
на линию HBL-100 и ее устойчивую сублинию пока-
зано экспериментально – различия в величине IC50 
не превышали 2 раз.

Представленные в табл. 2 данные показыва-
ют, что изучаемые нами бисбензимидазолпирролы 
не являются субстратами P-gp. К димеру DB2Py(4) 
устойчивость клеток HBL-100/DOX была выше в 9 

Рис. 7. Влияние бисбензимидазолов MB
2
Py(Ac) 

и DB
2
Py(5) на пролиферацию клеток остеосаркомы 

в режиме реального времени. Кривые роста пред-
ставляют собой зависимость клеточного индекса 
от времени. А – контроль: красная линия – влияние 
пуромицина (10 мг/мл), синяя – рост клеточной линии 
U2OS без воздействия химических соединений, зеле-
ная – влияние 0.5% DMSO, Б – воздействие на клетки 
мономера MB

2
Py, В – воздействие димера DB

2
Py(5)
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раз по сравнению с HBL-100. Тогда как устойчи-
вость клеток, сверхэкспрессирующих P-gp, к таким 
классическим субстратам P-gp, как доксорубицин 
и паклитаксел, возрастала в 50–100 и более раз. 
Можно заключить, что соединение DB2Py(4) явля-
ется слабым субстратом Р-gp. Таким образом, толь-
ко мономерные бисбензимидазолпирролы МB2Py 
и MB2Py(Ac) способны полностью преодолевать 
МЛУ, ассоциированную со сверхэкспрессией P-gp.
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Проникновение в клетку
Способность новых соединений проникать в течение 
2 суток в клеточное ядро, где они, связываясь с ге-
терохроматином, светятся яркими синими точками, 
подтверждена методом флуоресцентной микроско-
пии (рис. 8).

Таким образом, синтезированные соединения яв-
ляются новыми перспективными флуоресцентными 
красителями, способными проникать через клеточ-
ную и ядерную мембраны и эффективно окраши-
вать ядра клеток. 

Анализ клеточного цикла после воздействия 
исследуемых соединений 
Влияние новых веществ на клеточный цикл изуча-
ли с использованием двух контрольных лекарств – 
этопозида и иринотекана. Этопозид останавливал 
клеточный цикл в митозе, что видно по накопле-
нию клеток в фазе G2/M и согласуется с данными 
[19]. Через 48 ч после обработки клеток этопозидом 
клеточная популяция в фазе G2/M увеличивалась 
с 47 до 70%. Иринотекан блокировал клеточный 
цикл в S-фазе, что приводило к уменьшению рас-
пределения клеточных популяций в других фазах 
[20]. Клетки под воздействием иринотекана через 
24 ч накапливались в S-фазе и, как следствие, через 
48 ч – в фазе G0/G1. Видимо, накопление в G0/G1 
происходило за счет клеток, успевших поделиться 
и перейти из митоза в фазу G0/G1. Через 48 ч на-
блюдалось незначительное увеличение доли клеток, 
находящихся в раннем апоптозе (рис. 9).

Количественное определение клеток, присутству-
ющих в различных фазах клеточного цикла, показа-
ло, что новые бисбензимидазолпирролы оказывают 
одинаковое действие на клеточный цикл, сходное 
с действием иринотекана. Через 24 ч происходит 
увеличение клеточной популяции в S-фазе клеточ-
ного цикла до 62–67% по сравнению с контролем.

Через 48 ч происходит перераспределение кле-
точных популяций в сторону увеличения клеток 

Таблица 2. Цитотоксичность новых бисбензимидазол-
пирролов на чувствительной линии HBL-100 и ее устой-
чивой сублинии HBL-100/DOX с фенотипом МЛУ 

Соединение
HBL-100 HBL-100/DOX Индекс 

устойчиво-
сти* IC50 ± SD, мкМ

Доксорубицин 0.6 ± 0.3 34 ± 6 57

МB2Py 58 ± 18 125 ± 21 2.1

MB2Py(Ac) 18 ± 11 29 ± 11 1.5

DB2Py(4) 4 ± 4.5 37 ± 11 8.9

*Индекс устойчивости – отношение значений IC
50

 
в устойчивой сублинии HBL-100 к IC

50 
чувствительной 

линии HBL-100/DOX. 

Рис. 8. Флуоресцентное 
окрашивание клеток глио-
бластомы Gbl13n, инкуби-
рованных с мономерным 
и димерным бисбензимида-
золпирролом в концентра-
ции 2 мкМ в течение 48 ч.  
А – популяция окрашенных 
клеток бисбензимидазол-
пирролом DB

2
Py(5).  

Слева – DAPI-фильтр,  
справа – фазово-контраст-
ное изображение.  
Окрашивание MB

2
Py(Ac) 

выглядит сходным образом 
через 2 суток.  
Б – фото окрашенных ядер, 
полученное с помощью 
конфокального микроскопа
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Рис. 9. Влияние бис-
бензимидазолпирро-
лов на клеточный цикл 
на примере клеточной 
линии HCT-116.  
А – инкубация с веще-
ствами в течение 24 ч.  
Б – инкубация с веще-
ствами в течение 48 ч 
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в фазе G0/G1. Таким образом, новые бисбензимида-
золпирролы воздействуют на фазу синтеза (S) кле-
точного цикла.

DB 2Py(4) почти не  индуцировал апоптоз. 
Остальные вещества индуцировали ранний апоптоз, 
но значения превышали контрольные всего в 2–3 
раза. 

Топоизомераза I – возможная мишень новых 
производных Hoechst 33258
Некоторые типы опухолей, такие, как рак молоч-
ной железы, рак яичников, рак прямой кишки, ха-
рактеризуются повышенной активностью Топо-I, 
фермента, который играет ключевую роль в функ-
ционировании клетки, регулируя структуру ДНК 
в процессах транскрипции, репликации, рекомби-
нации и репарации. Топо-I может релаксировать 
(раскручивать)  суперскрученные молекулы ДНК  
путем образования одноцепочечных разрывов с их 
последующим лигированием для релаксации сверх-
витков. В  настоящее время Топо-I является при-
знанной мишенью при таргетной терапии опухолей 
[21–23].

Узкобороздочные лиганды, не связываясь ко-
валентно с ДНК, не изменяя существенно ее кон-
формацию, способны конкурировать с Топо-I 
за связывание по АТ-парам оснований. Эффект ин-
гибирования Топо-I выявляли по способности иссле-
дуемых соединений задерживать реакцию релакса-
ции ДНК in vitro. 

Установлено, что  исследуемые соединения 
(рис. 10) обладают Топо-ингибирующей активно-
стью. При концентрации мономера и димера 5 и 2.5 
мкМ, соответственно, наблюдалось сохранение су-
перскрученной ДНК в реакции релаксации ДНК 
Топо-I (TopoGen) (рис. 10А). Наиболее эффектив-
но каталитическую активность Топо-I ингибиро-
вал димер DB2Py(4). В сравнении с MB2Py(Ac) уже 
при концентрации 0.65 мкМ DB2Py(4) фиксирова-
лось сохранение ДНК (рис. 10Б). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Бензимидазол является фундаментальным фарма-
кофором при создании лекарств из-за его широкого 
спектра биологической активности [24–27]. При мо-
делировании новых флуоресцентных бисбензими-
дазольных молекул мы предполагали, что введение 
в состав ранее полученных серий DB(n), DBA(n) 
АТ-специфичного пирролкарбоксамидного фрагмен-
та, имеющего сродство к АТ-парам ДНК, позволит 
усилить их цитотоксичность. Два бисбензимидазоль-
ных блока в составе новой молекулы несли флуо-
ресцентные свойства и взаимодействовали с ДНК. 
Использование гибкого линкера в димерных соеди-
нениях DB2Py(n) позволит молекуле связывать-
ся с двумя АТ-богатыми сайтами, находящимися 
на разных расстояниях друг от друга. Полученные 
новые бисбензимидазолпирролы в комплексе с ДНК 
имеют планарную форму, изогеометричную узкой 
бороздке ДНК, что благоприятствует лучшему вза-
имодействию новых лигандов с ДНК.

С использованием спектров поглощения, флу-
оресценции и кругового дихроизма мы показали 
способность бисбензимидазолпирролов взаимодей-
ствовать с ДНК. Так как в основе новых соедине-
ний лежит молекула Hoechst 33258, известная своей 
локализацией в узкой бороздке ДНК, мы относим 
наши новые бисбензимидазолы к узкобороздоч-
ным лигандам [28, 29]. Наличие в молекуле лиган-
да двух бисбензимидазольных фрагментов ведет 
к значительному увеличению его аффинности к по-
линуклеотиду, что дает экспериментальную основу 
для целенаправленного синтеза нового класса по-
тенциальных противоопухолевых препаратов на ос-
нове димерных бисбензимидазолов.

Показана способность новых флуоресцентных 
соединений влиять на S-фазу клеточного цикла, 
проникать в ядро клетки, а также в низких кон-
центрациях ингибировать Топо-I в бесклеточной мо-
дели. Новая серия бисбензимидазолпирролов оказа-
лась более токсичной, чем ранее полученные серии 
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2
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2
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2
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2
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Рис. 10. Ингибирование Топо-I из тимуса теленка мономером MB
2
Py(Ac) и его димером DB

2
Py(4).  

A – влияние веществ на активность Топо-I в концентрации 2.5 и 5 мкМ, Б – в концентрации 0.65 и 1.25 мкМ
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DB(n), DBA(n), в отношении опухолевых линий 
клеток человека и менее токсичной для клеточной 
линии неопухолевой природы. Небольшие, в 2 раза, 
но статистически значимые различия в цитоток-
сичности мономера и димера продемонстрированы 
на паре линий клеток молочной железы человека – 
опухолевого и не опухолевого происхождения.

Ранее в нашей работе была показана способ-
ность бисбензимидазолпирролов индуцировать Bcl-
xl-опосредованный апоптоз [30]. Известно, что не-
тропсин влияет на активность эукариотических 
транскрипционных факторов [31, 32]. Мы полагаем, 
что наши новые соединения, содержащие в своей 
структуре фрагмент нетропсина, имеют сходный 
механизм действия. Эти предположения подтверж-
даются данными о связывании с ДНК и остановке 
клеточного цикла в фазе синтеза при нетоксичной 
концентрации бисбензимидазолпирролов. 

Димеризация молекулы усиливает аффинность 
к ДНК, повышает Топо-I-ингибирующие свойства 
in vitro. Однако определение методом МТТ цито-
токсичности новых соединений на линиях опухоле-
вых клеток не выявило очевидного преимущества 
димерной молекулы, несмотря на способность про-
никать в ядро клетки. Тем не менее высокочувстви-
тельный тест на пролиферацию в режиме реального 
времени подтвердил усиление токсических свойств 
при димеризации бисбензимидазолпиррола.

Важными характеристиками новых соединений 
как потенциальных противоопухолевых средств яв-
ляются селективность и преодоление МЛУ. Одной 
из основных причин слабой эффективности совре-
менной химиотерапии является селекция опухоле-
вых клеток с фенотипом МЛУ, способных выжи-

вать при длительном применении лекарственных 
средств. Наиболее известный механизм МЛУ харак-
теризуется сверхэкспрессией белка Р-gp, входящего 
в семейство ABC-транспортеров. Предварительное 
определение цитотоксичности бисбензимида-
золпирролов на клеточной модели с фенотипом 
МЛУ показало, что димеризация молекулы при-
водит, по-видимому, к взаимодействию с белком 
P-gp и, как следствие, к росту устойчивости линии 
HBL-100/DOX к этому соединению (в среднем в 9 
раз) по сравнению с доксорубицином (50–100 и бо-
лее раз). Интерес представляет возможность не-
посредственного взаимодействия новых молекул 
с P-gp-транспортером.

Возможно, недооцененное преимущество димер-
ных соединений в биологической активности связа-
но с их большей склонностью к образованию агре-
гатов по сравнению с мономерными молекулами. 
Решение проблемы агрегации димерных молекул 
может привести к получению значительно более 
активных соединений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированные новые цитотоксичные димерные 
бисбензимидазолпирролы DB2Py(n) представляются 
перспективными для дальнейшего глубокого изуче-
ния их свойств и механизма действия в отношении 
опухолевых клеток человека, а также для дизайна 
новых молекул. 

Данная работа выполнена при поддержке гранта 
РНФ № 23-25-00373.

Авторы выражают благодарность А. Зайцеву 
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