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ВИЗНАЧЕННЯ ЦИТОТОКСИЧНОСТІ ПОХІДНИХ [1,2,4]ТРИАЗОЛО[4,3-а]ПІРАЗИНУ 

 

© К. Ю. Куликовська, І. О. Журавель 
 

За допомогою тест-системи CellTiter-Glo було визначено цитотоксичність ряду N7-арил/бензил- 

3-тіоксо-2,3-дигідро-7Н-[1,2,4]триазоло-[4,3-а]піразин-8-онів, їх 3-S-ацетамідів та 3-S-бензилпохідних. 

Синтез сполук здійснено на основі раніше розробленої та опублікованої схеми. Будова та чистота спо-

лук доведена методами 1Н-ЯМР та елементного аналізу. 

Методи дослідження. Метод базується на визначенні кількості життєздатних клітин в культурі за 

інтенсивністю люмінесценції суміші клітинної суспензії раку передміхурової залози Du145, розчину дослі-

джуваної речовини та CellTiter-Glo реагенту. Як препарати порівняння використовували туберцидин і 

таксол. Встановлений за результатами параметр ЦК50 характеризує здатність аналізованих речовин 

викликати загибель клітин. 

Результати. Цитотоксична концентрація синтезованих нами 3-заміщених N7-арил/бензил-2,3-дигідро-

7Н-[1,2,4]триазоло-[4,3-а]піразин-8-онів не перевищувала максимальної концентрації, яка тестувалася, 

і була вища за 30 мкМ. Це свідчить про повну відсутність негативного впливу зазначених речовин на 

клітини раку передміхурової залози Du145. 

Висновки. Виявлено, що дані сполуки не проявляють токсичної дії на живу клітину, що робить актуа-

льною можливість розробки нових ефективних і безпечних лікарських засобів на їх основі. Також недоці-

льним є пошук протипухлинних засобів серед похідних N7-арил/бензил-2,3-дигідро-7Н-[1,2,4]триазоло-

[4,3-а]піразин-8-онів 

Ключові слова: [1,2,4]триазоло[4,3-а]піразини, цитотоксичність, цитотоксична концентрація,  тест-

система CellTiter-Glo, культура клітин, туберцидин, таксол 
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With test systems CellTiter-Glo was determined the cytotoxicity of series N7-aryl/benzyl-3-tioxo-2,3-dihydro-7Н-

[1,2,4]triazolo-[4,3-а]pyrazin-8-ones, their 3-S- acetamides and 3-S-benzyl derivatives. The synthesis of the 

compounds performed based on the previously developed and published scheme. Structure and purity of the 

compounds proved with 1H-NMR and element analysis. 

Methods. The method is based on determining the number of viable cells in culture by intensity of luminescence 

mixture of cell suspension of prostate cancer Du145, solution of the substance and CellTiter-Glo reagent. 

Tubercidin and taxol were used as reference drugs. The parameter СK50, that has been set according to a study, 

describes the ability of analyzed substances induce cell death. 

Results. Cytotoxic concentration of synthesized 3-substituted N7-aryl/benzyl-2,3-dihydro-7Н-[1,2,4]triazolo-

[4,3-а]pyrazine-8-ones not exceed the maximum concentration of compounds, which were tested, and was above 

30 mkM. This demonstrates the complete absence of negative impact of these substances on cells of prostate 

cancer Du145. 

Conclusions. Found that these compounds do not exhibit toxic effects on living cells, making the actual 

possibility of developing new effective and safe drugs on their base. Also inappropriate to search anticancer 

drugs among of the N7-aryl/benzyl-2,3-dihydro-7Н-[1,2,4]triazolo-[4,3-а]pyrazine-8-one derivatives 

Keywords: [1,2,4]triazolo[4,3-а]pyrazines, cytotoxicity, cytotoxic concentration, test system CellTiter-Glo, cell 

culture, tubertsydyn, taxol 

 

1. Вступ 

Дослідження токсичності речовин має важливе 

значення у вирішенні питань, пов’язаних з охороною 

здоров’я. Особливо актуальним є вивчення токсич-

них властивостей потенційних лікарських субстан-

цій, які у майбутньому можуть бути впроваджені на 

фармацевтичний ринок. Проведення таких випробу-

вань, по-перше, убезпечує пацієнтів від небажаних 

побічних ефектів, по-друге, надає можливість отри-

мати відповіді щодо механізмів розвитку негативних 

реакцій та варіантів їх усунення. 

Визначення токсичної дії лікарських субстан-

цій проводять на етапах доклінічних і клінічних дос-

ліджень. За останні роки значно зріс арсенал методів 

доклінічної оцінки активності та токсичності лікар-

ських засобів та розширено перелік параметрів, за 

якими проводять випробування [1]. 

 

2. Постановка проблеми у загальному ви-

гляді, актуальність теми та її зв'язок із важливи-

ми науковими чи практичними питаннями 

В країнах Європи на сьогодні система докліні-

чних випробувань фармацевтичних препаратів вклю-

чає обов’язкове вивчення впливу даних речовин на 

живу клітину, що встановлюють за низкою парамет-

рів [2]. Один із критеріїв, на який звертають особли-

ву увагу – рівень цитотоксичності досліджуваної су-

бстанції. Він має як позитивне значення (пошук лі-

карських субстанцій для терапії онкозахворювань), 

так і негативне (прояв негативних реакцій на окремі 

органи та системи органів). 

 

3. Аналіз останніх досліджень і публікацій, в 

яких започатковано розв'язання даної проблеми і 

на які спирається автор 

До основних переваг використання методів in 

vitro слід віднести економічність, високу біодоступ-

ність, точність дозування, низьку інвазивність, стати-

стичну достовірність, точність і швидкість визначен-

ня, гуманність і можливість масового скринінгу. 

Однією з таких моделей є постановка біологі-

чних дослідів на культурах клітин [3–8]. Культури 

клітин людини та тварин в якості біологічних тест-

систем все частіше використовуються дослідниками 

через простоту їх культивування, можливість конт-

ролю та велику ступінь відтворюваності у порів-

нянні із тест-системами in vivo. На протязі всього 

експерименту зберігається можливість візуального 

нагляду за клітинами за допомогою мікроскопу, що 

в ряді випадків має принципове значення . Також 

важливу роль відіграє скорочення часу та собівар-

тості експерименту. Єдиний нюанс – вимоги до ста-

ндартизації якості культури клітин і тканин. В 

останнє десятиріччя розроблені і впроваджені 

принципи GLP для альтернативних методів: на 3-му 

Міжнародному Конгресі, який присвячений альтер-

нативним методам використання тварин в наукових 

цілях, висунута ініціатива створення Good Cell Cul- 

ture Practice (GCCP), проект якої розроблений і роз-

глядається Європейським центром валідації альтер-

нативних методів [9].  

 

4. Виділення невирішених раніше частин 

загальної проблеми, якій присвячена стаття 

На відміну від більшості фундаментальних і 

прикладних досліджень у біології, медицині та фар-

мації, які тим чи іншим чином пов’язані із дослідами 

на тваринах, при вивченні токсичності різноманітних 

препаратів і сполук, починаючи з 80-х років ХХ сто-

ліття, широко використовують альтернативні біоло-

гічні моделі. Впровадження таких підходів дозволяє 

мінімізувати кількість піддослідних тварин або пов-

ністю вилучити їх із експерименту та автоматизувати 

процес, що значно прискорює процедуру визначення.  

Метод визначення цитотоксичності на клітин-

ній культурі на сьогодні широко використовується в 

США і Європі як експес-метод в токсикології, фар-

макології, косметології. 

 

5. Формулювання цілей (завдання) статті 

Метою роботи стало дослідження цитотоксич-

ності вперше синтезованих N7-арил/бензил-3-тіоксо-

2,3-дигідро-7Н-[1,2,4]триазоло[4,3-а]піразин-8-онів, 

їх 3-S-ацетамідів та 3-S-бензилпохідних на культури 

клітин раку передміхурової залози лінії Du145 за до-

помогою тест-системи CellTiter-Glo. 
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6. Виклад основного матеріалу дослідження 

(методів та об'єктів) з обґрунтуванням отриманих 

результатів 

Для проведення експерименту використову-

вали культуру клітин раку передміхурової залози 

лінії Du145. 

Культивування клітин проводили в середовищі 

ДМЕМ (подвійна модифікація середовища Ігла), що 

містить 10 % фетальної бичачої сироватки, 2 мМ глу-

таміну, 1 % замінні амінокислоти, 0.2 мг/мл пірувату 

натрію, 100 од/мл пеніциліну і 100 мкг/мл стрептомі-

цину при температурі 37 °С, повітря 95 %, CO2 5 %, 

достатньому зволоженні. 

Субкультивування клітин. Нарощували кліти-

ни у 175 см2 флаконах до ~ 90 % моношару. Далі від-

бирали культуральне середовище із флакону. Клі-

тинний шар промивали два рази розчином Версена  

(~10 мл на флакон) для видалення залишків сироват-

ки. Додавали розчин аккутази (~2 мл на флакон) і 

ставили в СО2-інкубатор на 3–5 хв при 37 °С для ві-

докремлення клітин. Після повного відокремлення 

клітин від флакону додавали культуральне середо-

вище і акуратно диспергували клітини. Підраховува-

ли клітини, використовуючи автоматичний клітин-

ний лічильник і підготовлювали суспензію необхід-

ної концентрації. 

Клітинну суспензію готували як описано для 

культивування клітин, клітини рахували за допомо-

гою автоматичного клітинного лічильника, і доводи-

ли концентрацію клітин до 2·105 клітин/мл (4000 клі-

тин на лунку). Клітини висаджували у 384-лункові 

плашки за допомогою Biomek 384 NX по 20 мкл клі-

тинної суспензії в кожну лунку. У контрольні лунки 

додавали по 20 мкл середовища. Плашки відцентри-

фуговували при 180g 1 хвилину і залишали інкубува-

тися при 37 °С, 5 % СО2 на 24 години. 

Досліджувані речовини розчиняли у ДМСО в 

концентрації 6 мМ. У якості контрольних інгібіторів 

використовували туберцидин і таксол, вихідні кон-

центрації яких були 20 мМ і 200 мкМ відповідно. 

Готували 200-разові серійні розведення досліджува-

них речовин в ДМСО із шагом 3.16 за допомогою 

Biomec 2000. 

Досліджувані речовини розводили в середо-

вищі 100 разів. В кожну лунку проміжних 384-

лункових плашок вносили по 99 мкл середовища за 

допомогою Biomec 384 NX і додавали по 1 мкл се-

рійних розведень досліджуваних речовин в ДМСО за 

допомогою Biomec 384 NX. Далі в кожну лунку у 

двох повторах, тобто кожну концентрацію речовини, 

яка тестується, додавали 2-разові серійні розведення 

досліджуваних речовин в середовищі по 20 мкл. До 

контрольних лунок додавали по 20 мкл середовища, 

що містить 1 % ДМСО замість досліджуваних речо-

вин. Плашку відцентрифуговували при 180g 1 хвили-

ну і інкубували при 37 ºС, 5 % СО2 на 24 годин. 

CellTiter-Glo буфер і CellTiter-Glo реагент ро-

змороджували, підігрівали до кімнатної температу-

ри і акуратно змішували у співвідношенні 1:1. Після 

24 годин інкубації з речовинами в кожну лунку пла-

шки додавали по 10 мкл отриманого CellTiter-Glo 

розчину за допомогою Biomec 384 FX. Плашку від-

центрифуговували при 180g 1 хвилину і залишали 

інкубуватися при кімнатній температурі на 10 хви-

лин. Після 10 хвилин інкубації з CellTiter-Glo, інтен-

сивність люмінесценції вимірювали на люмінесцент-

ному рідері Wallac 1420 VictorLight. 

У наш час використовується великий арсенал 

добре вивчених стандартизованих методів для оцінки 

цитотоксичності синтетичних речовин з використан-

ням культур клітин різного органного походження 

[10]. В даній роботі нами розглянуто метод визна-

чення цитотоксичності ряду N7-арил/бензил-3-тіоксо-

2,3-дигідро-7Н-[1,2,4]триазоло[4,3-а]піразин-8-онів, 

їх 3-S-ацетамідів та 3-S-бензилпохідних за допомо-

гою тест-системи CellTiter-Glo (Promega). 

Даний метод дозволяє оцінити вплив дослі-

джуваних речовин на життєздатність клітин. В якості 

тест-систем можуть бути обрані як умовно-нормальні 

клітини печінки людини лінії HepG2, які дозволяють 

передбачити гепатотоксичність речовин in vitro, так і 

клітини пухлин людини різного походження. В да-

ному експериментальному дослідженні нами викори-

стані клітини раку передміхурової залози Du145. 

В рамках представленого дослідження прове-

дено визначення як цитотоксичності речовин, так і 

здатності речовин впливати на проліферацію ракових 

клітин. Отримана інформація може бути використана 

для оцінки перспективності досліджуваних речовин в 

розробці нових протипухлинних препаратів, а також 

для розуміння того, чи може бути речовина цитоста-

тиком, та наскільки специфічно вона зупиняє ріст 

клітин пухлини, що дає можливість оцінити специфі-

чність протипухлинної дії за типами раку. 

В якості кількісного параметру для оцінки 

цитотоксичності використовували параметр ЦК50, 

що відповідає концентрації речовини, коли гине 

50 % клітин. 

Значення ЦК50 розраховували за допомогою про-

грами GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.) за кри-

терієм мінімізації квадратів відхилення експеримента-

льних точок від теоретичної кривої (табл. 1). 

Як об’єкти дослідження нами обрані раніше 

синтезовані N7-арил/бензил-3-тіоксо-2,3-дигідро-7Н-

[1,2,4]триазоло[4,3-а]піразин-8-они, їх 3-S-ацетаміди 

та 3-S-бензилпохідні [11], які отримували за наступ-

ною синтетичною схемою (схема 1). В якості вихід-

них сполук використовували N1-арил-3-гідрази-

нопіразин-2(1H)-они 1{1-5}, які отримували на основі 

моноестерів оксаламових кислот [12]. Як циклізую-

чий агент нами використаний сірковуглець в присут-

ності надлишку триетиламіну. Алкілуючі агенти – 

бензоїлхлориди та ариламіди хлороцтової кислоти, як 

найбільш поширені реагенти для введення різномані-

тних замісників до структури біологічно активних 

речовин.  
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R2 = 4-MePhCH2; 4-ClPhCH2; 4-ClPhNHCOCH2.

R2-Cl

 
 

За допомогою зазначеної синтетичної моделі 

отримано 14 сполук, які вивчали на цитотоксичність 

в біологічному експерименті. Досліджувані речовини 

розчиняли в ДМСО в концентрації 6 мМ. Як контро-

льні інгібітори використовували туберцидин і таксол, 

вихідні концентрації яких становили 20 мМ і 200 

мкМ відповідно. Рівень цитотоксичності визначали 

люмінесцентним методом. Метод базується на ви-

значенні кількості життєздатних клітин в культурі на 

основі параметру інтенсивності люмінесценції, що 

характеризує здатність досліджуваних речовин викли-

кати загибель клітин. Результати наведені в табл. 1. 

Як видно з табл.1, синтезовані сполуки не про-

являють цитотоксичної активності, тому можуть бути 

використані, як перспективні субстанції для пошуку 

безпечних лікарських засобів. Також слід відмітити, 

що серед сполук зазначених рядів не доцільно прово-

дити пошук речовин з протипухлинною активністю.  

 

Таблиця 1 

Цитотоксичність N7-арил/бензил-3-тіоксо-2,3-дигідро-7Н-[1,2,4]триазоло[4,3-а]піразин-8-онів, їх 3-S-ацетамідів 

та 3-S-бензилпохідних 

Код 

сполуки 
R1 R2 

Максимальна 

концентрація, яка 

тестується, мкМ 

Цито-токсична 

концентрація, 

ЦК50, мкМ 

% токсичності 

при макси-

мальній кон-

центрації 

Туберцидин 100 0.232 95 

Таксол 1 0.013 71 

N

N
NH

N

S

O

R1

 
2{1} 3-OMePh – 30 >30 нетоксична 

2{2} 4-OMePh – 30 >30 нетоксична 

2{3} 4-OEtPh – 30 >30 нетоксична 

2{4} 3-FPh – 30 >30 нетоксична 

2{5} 4-FPh – 30 >30 нетоксична 

N

N
NH

N

S

O

R1

R2
 

3{1} Ph 4-MePhCH2 30 >30 нетоксична 

3{2} 4-OMePh 4-MePhCH2 30 >30 нетоксична 

3{3} 4-FPh 4-MePhCH2 30 >30 нетоксична 

3{4} Ph 4-ClPhCH2 30 >30 нетоксична 

3{5} 4-OMePh 4-ClPhCH2 30 >30 нетоксична 

3{6} 4-FPh 4-ClPhCH2 30 >30 нетоксична 

3{7} Ph 4-ClPhNHCOCH2 30 >30 нетоксична 

3{8} 4-OMePh 4-ClPhNHCOCH2 30 >30 нетоксична 

3{9} 4-FPh 4-ClPhNHCOCH2 30 >30 нетоксична 
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7. Висновки 

Досліджувані N7-арил/бензил-3-тіоксо-2,3-ди- 

гідро-7Н-[1,2,4]-риазоло[4,3-а]піразин-8-онів, їх 3-S-

ацетаміди та 3-S-бензилпохідні при визначенні за 

допомогою тест-системи CellTiter-Glo не проявляють 

токсичного впливу на культурі тканин раку передмі-

хурової залози лінії Du145, тому можуть розглядатися 

як перспективні фармакологічні агенти. 

Слід відмітити, що серед сполук зазначених 

рядів не доцільно проводити пошук речовин з проти-

пухлинною активністю. 
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