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Колориметрически с помощью МТТ-теста проведен скрининг 
цитотоксической активности 5-арил-1,2,3,4,5,6-гекса гидро-
бенз[4,5]имидазоло[1,2-а]хиназолинов и таутомерной смеси 
4-амино-2-фенил-6H-пиридо[1,2-а]пири мидин-3-карбонитрила 
c 2-(фе нил (пи   ридин-2-иламино)метил)-малононитрилом, полу-
ченных трех ком по нентной конденсацией ароматических аль-
дегидов (бенз альдегид, 3-бромбензальдегид, 4-метоксибен-
зальдегид), гетероциклических аминов (2-аминобензимидазола 
либо 2-аминопиридина) и циклогексанона либо динитрила ма-
лоновой кислоты, в сравнении с исходными аминами. Соедине-
ния исследованы в концентрациях 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 
и 1,61 мкг/мл на монослойных клеточных линиях почки афри-
канской зеленой мартышки (Vero). Наибольшую активность 
проявили 5-(4-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6-гексагидробенз[4,5]
имидазоло[1,2-а]хиназолин и таутомерная смесь 4-амино-2-
арил-6H-пиридо[1,2-a]пиримидин-3-карбонитрила c 2-(фе- 
нил(пи  ридин-2-иламино)метил)-малононитрилом, IС50 кото-
рых соста вила соответственно 75 и 50 мкг/мл. Для 5-фенил-
1,2,3,4,5,6-гекса гидробенз[4,5]имидазоло[1,2-а]хиназолина IС50 
составила 100 мкг/мл. Для остальных соединений IС50 не вы-
явлена, а исходные 2-аминобензимидазол и 2-аминопиридин 
ингибировали метаболическую активность лишь на 20-30% при 
максимальных концентрациях. Значения полуингибирующей кон-
центрации, определенные с помощью МТТ-теста, схожи с дан-
ными по цитотоксичности подобных гетероциклов, полученными 
ранее с применением AlamarBlue-теста.
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Цитотоксическое действие – это прямое или 
косвенное поражение внутриклеточной структу-
ры и генетического аппарата клетки, процессов 
дыхания и других видов пластического обмена. 
Исследование цитотоксической активности 
синтетических соединений является важным 
этапом поиска новых лекарственных препара-
тов, пестицидов и гербицидов. Известно, что 
среди производных бензимидазолозиназолинов 
и пиридопиримидинов находят соединения, 
обладающие противоаллергической, противо-
микробной, антигипертензивной, фунгицидной 
и иной активностью [1–7]. В связи с широким 
спектром потенциального применения внимание 
могут заслуживать соединения, как показавшие 
высокие значения цитотоксической активности, 
так и не проявившие таковой.

Материалы и методы

Ранее нами колориметрически с использова-
нием индикатора AlamarBlue была изучена цито-
токсическая активность по отношению к клеткам 
почки африканской зеленой мартышки (Vero) для 
новых гетероциклических соединений ряда пи-
разолокарбонитрила, бензимидазолохиназолина 
и пиридопиримидинкарбонитрила, полученных 
на основе трехкомпонентной конденсации гете-
роциклических аминов (2-аминобензимидазола 
либо 2-аминопиридина) либо гидразинов (ги-
дразин, фенилгидразин, 4-нитрофенилгидразин) 
с ароматическими альдегидами (бензальдегид, 
3-бромбензальдегид, 4-метоксибензальдегид), ци-
клоалканонами (циклогексанон, циклопентанон) и 
динитрила малоновой кислоты [8, 9]. Первичный 
скрининг цитотоксичности выявил карбонитрилы 
и бензимидазолохиназолин, проявляющие актив-
ность в концентрациях 50–120 мкг/мл.

В настоящей работе с помощью колори-
метрического МТТ-теста изучены бензими-
дазолохиназолины, различающиеся замести-
телями в фенильном кольце, а также новый 
представитель пиридопиримидина. МТТ-тест 
является стандартным методом проверки ци-
тотоксичности различных соединений и ос-
новывается на способности бесцветной соли 
тетразолия (3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-
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дифенилтетразолия бромид, МТТ) восстанавли-
ваться до окрашенного формазана в присутствии 
митохондриальных ферментов живых клеток. 

Протестированы следующие соедине-
ния: 5-фенил-1,2,3,4,5,6-гексагидробенз[4,5]
имидазоло[1,2-а]хиназолин 1, 5-(4-метоксифенил)-
1,2,3,4,5,6-гексагидробенз[4,5]имидазоло[1,2-а]

хиназолин 2, 5-(3-бромфенил)-1,2,3,4,5,6-
гексагидробенз[4,5]имидазоло[1,2-а]хиназо-
лин 3 и 4-амино-2-фенил-6H-пиридо[1,2-a]
пиримидин-3-карбонитрил 4 (в виде смеси с 
таутомерным 2-(фенил(пиридин-2-иламино)
метил)-малононитрилом), а также исходные ами-
ны – 2-аминобензимидазол 5 и 2-аминопиридин 6.

Соединения 1–4 получены нами путем one-
pot взаимодействия ароматических альдегидов 
(бензальдегид, 3-бромбензальдегид, 4-меток-

сибензальдегид), гетероциклических аминов 
и циклогексанона либо динитрила малоновой 
кислоты:
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Сравнительный анализ цитотоксической 
активности соединений 1–6 проводился на моно-
слойных клеточных линиях Vero, представленных 
сотрудниками лаборатории нанобиотехнологии 
ИБФРМ РАН. Клетки культивировали в питатель-
ной среде ДМЕМ с добавлением 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки. Лиофильно высу-
шенные соединения 1–6 перед исследованием ре-
суспендировали в диметилсульфоксиде (ДМСО). 
Определение дыхательной активности проводили 
по способности клеток восстанавливать нитроте-
тразолевый синий (3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-

2,5-дифенилтетразолия бромид) до формазана 
по общепринятому методу [10] на базе ЦКП 
«Симбиоз» ИБФРМ РАН.

В лунки 96-луночного планшета вносили 
клетки, по достижении клеточного монослоя 
70–90% удаляли старую питательную среду и 
вносили новую, содержащую раствор иссле-
дуемого препарата в концентрациях от 1,6 до 
100 мкг/мл. В качестве контрольного препарата 
использовали ДМСО в концентрации, соот-
ветствующей содержанию растворителя в ис-
следуемых образцах. Клетки инкубировали при 
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37° С в атмосфере, содержащей 5% углекислого 
газа. Через 24 часа удаляли питательную среду и 
вносили раствор нитротетразолевого синего (0,5 
мг на 100 мл забуференного физиологического 
раствора), культивировали 1 час. Содержимое 
лунок удаляли и вносили ДМСО. Далее измеряли 
оптическую плотность раствора в лунках при 
длине волны 540 нм на планшетном анализаторе 
Multiscan Ascent (Thermo Scientifi c, Финляндия). 
Препараты вносились в 5 повторах, эксперимент 
независимо повторяли 3 раза.

Результаты и их обсуждение

Соединение  1  (5 -фенил -1 ,2 ,3 ,4 ,5 ,6-
гексагидробенз[4,5]имидазоло[1,2-а]хиназолин) 
в концентрациях 12,5 мкг/мл и менее не оказы-
вало достоверного изменения метаболической 
активности (p ≥ 0,08) относительно контроля. 
Угнетение метаболической активности клеток 
линии Vero до 50,3% ± 3,8% отмечалось при кон-
центрации 100 мкг/мл (p < 0,01). Соответственно, 
IС50 для соед. 1 составило 100 мкг/мл.

Соединение  2  (5-(4-метоксифенил ) -
1,2,3,4,5,6-гексагидробенз[4,5]имидазоло[1,2-а]
хиназолин) в концентрации 1,6 мкг/мл не ока-
зывало достоверного изменения метаболической 
активности (p = 0,49). Угнетение метаболической 
активности до 42,7% ± 7,8% было выявлено при 
концентрации 100 мкг/мл (p < 0,01). IС50 для 
соед. 2 составило 75 мкг/мл.

Соединение 3 (5-(3-бромфенил)-1,2,3,4,5,6-
гексагидробенз[4,5]имидазоло[1,2-а]хиназолин) 
в концентрациях 25 мкг/мл и меньше не оказы-
вало влияния на метаболическую активность 
клеток (p ≥ 0,12). Снижение метаболической 
активности до 63,5% ± 4,8% было отмечено при 
концентрации 100 мкг/мл (p < 0,01). IС50 для 
соед. 3 нами не была выявлена.

Соединение 4 (таутомерная смесь 4-амино-
2-арил-6H-пиридо[1,2-a]пиримидин-3-карбо-

нитрила с 2-(фенил(пиридин-2-иламино)метил)-
малононитрилом в концентрации менее 6,3 
мкг/мл не оказывало достоверного изменения 
метаболической активности относительно кон-
трольного препарата. Угнетение метаболической 
активности клеток линии Vero до 43,3 ± 6,2% 
было установлено при концентрации 100 мкг/
мл (p < 0,01). Рассчитано, что IС50 для соед. 4 
составляло 50 мкг/мл.

Соединение 5 (2-аминобензимидазол) в 
концентрациях 25 мкг/мл и меньше не оказы-
вало влияния на метаболическую активность 
клеток (p = 0,65). Подавление метаболической 
активности до 69,1% ± 0,8% относительно конт-
роля отмечалось при концентрации 100 мкг/мл 
(p < 0,01). IС50 для соед. 5 не был выявлен.

Соединение 6 (2-аминопиридин) в концент-
рации менее 50 мкг/мл не вызывало изменений 
в метаболической активности клеток. Угнетение 
метаболической активности до 77,3% ± 13,4% 
относительно активности в контроле отмечалось 
при концентрации 100 мкг/мл (p = 0,01). IС50 для 
соед. 6 также не был нами выявлен.

По результатам проведенных тестов (таб-
лица) можно утверждать, что среди бензими-
дазолохиназолинов наиболее активными яв-
ляются представители с 4-метоксифенильным 
заместителем (соединение 2, IС50 = 75 мкг/мл) и 
фенильным заместителем (соединение 1, IС50 = 
100 мкг/мл), а среди всех протестированных об-
разцов наиболее активным является таутомерная 
смесь пиридопиримидина с его открытой формой 
(соединение 4, IС50 = 50 мкг/мл). Для остальных 
соединений IС50 нами выявлен не был. Тем не 
менее по угнетению метаболической активности 
клеток линии Vero соединениями 3, 5 и 6 при 
концентрации в среде, равной 100 мкг/мл, и ха-
рактеру зависимости ингибирования активности 
от концентрации можно предположить, что IС50 
для них составляло немногим более 100 мкг/мл.

Изменение метаболической активности клеточной линии Vero в зависимости от концентрации соединений 1–6
Change in metabolic activity of the Vero cell line depending on the concentration of compounds 1–6

Клеточная линия Vero, концентрация мкг/мл / Vero cell line concentration, μg/ml 

Контроль /
Control

1 2 3 4 5 6
100 ± 5,1 100 ± 9,7 100 ± 4,2 100 ± 7,7 100 ± 7,4 100 ± 3,4

100 50,3 ± 3,8 42,7 ± 7,8 63,5  ±  4,8 43,3 ± 6,2 69,1 ± 0,8 77,3 ± 13,4

50 72,4 ± 11,4 57,1 ± 13,9 79,6  ±  8,9 49,7 ± 7,8 74,2 ± 7,9 86,5 ± 5,1

25 74,2 ± 8,9 61,5 ± 5,4 91,9 ± 9,7 55,3 ± 8,7 83,5 ± 7,9 87,4 ± 7,3

12,5 91,6 ± 11,5 64,8 ± 7,9 99,1 ± 8,5 67,9 ± 4,7 82,4 ± 6,9 92,9 ± 7,8

6,25 105 ± 3,7 79,1 ± 5,4 102,7 ± 5,9 80,7 ± 4,8 90,9 ± 6,7 94,3 ± 3,4

3,12 107,8 ± 3,2 81,4 ± 7,3 99,1 ± 2,4 89,7 ± 5,4 93,1 ± 3,8 93,5 ± 1,8

1,61 101,1 ± 5 103 ± 6,0 101,7 ± 4,4 96,9 ± 6,2 98,1 ± 8,8 99,3 ± 9,2
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Таким образом, результаты цитотоксичности 
(выраженные в показателе полуингибирования 
IС50) при использовании двух разных колоримет-
рических тестов (AlamarBlue-тест, МТТ-тест) 
позволяют констатировать цитотоксическую 
активность для бензимидазолохиназолинов и пи-
ридопиримидинкарбонитрилов в концентрациях 
50–100 мкг/мл. Полученные данные позволяют 
прогнозировать перспективность дальнейших 
прикладных исследований указанных соединений.
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Colorimetrically using the MTT assay the cytotoxic activity of 
5-aryl-1,2,3,4,5,6-hexahydrobenz[4,5]imidazolo[1,2-a]quinazolines 
and a tautomeric mixture of 4-amino-2-phenyl-6H-pyrido[1,2-a]
pyrimidin-3-carbonitrile with 2-(phenyl(pyridin-2-ylamino)methyl)-
malononitrile was screened. These compounds were obtained 
by the three-component condensation of aromatic aldehydes 
(benzaldehyde, 3-bromobenzaldehyde, 4-methoxybenzaldehyde), 
heterocyclic amines (2-aminobenzimidazole or 2-aminopyridine) 
and cyclohexanone or malonic acid dinitrile in comparison with
the starting amines. Compounds were tested at concentrations of 
100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, and 1.61 μg/ml on monolayer cell 
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lines of the African green monkey kidney (Vero). IC50 values for 
the most active compounds (5-(4-methoxyphenyl)-1,2,3,4,5,6-
hexahydrobenz[4,5]imidazolo[1,2-a]quinazoline and a tautomeric 
mixture of 4-amino-2-aryl-6H-pyrido[1,2-a]pyrimidine-3-carbonitrile 
with 2-(phenyl(pyridin-2-ylamino)methyl)-malononitrile were 75 and 
50 μg/ml, respectively. For 5-phenyl-1,2,3,4,5,6-hexahydrobenz[4,5]
imidazolo[1,2-a]quinazoline, the IC50 value was 100 μg/ml. For the 
remaining compounds, IC50 was not detected, and the starting 
2-aminobenzimidazole and 2-aminopyridine inhibited the metabolic 
activity by only 20–30% at maximum concentrations. The values of 
the half-inhibitory concentration determined using the MTT assay 
are similar to the values, which were obtained earlier in the cytotoxic 
studies of similar heterocyclic compounds by AlamarBlue assay.
Keywords: benzimidazoloquinazolines, pyridopyrimidines, cytotoxic 
activity, AlamarBlue assay, MTT assay, Vero.
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