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Резюме
Введение. Перспективным направлением применения 1,3,5-триазинов в медицинской химии является разработка 

высокоэффективных противоопухолевых агентов. Значительным цитотоксическим действием обладают 2,4,6-заме-
щенные производные 1,3,5-триазина, содержащие в качестве заместителей азиридиновые циклы. Данные соединения 
взаимодействуют с молекулами ДНК опухолевых клеток и являются алкилирующими агентами.

Цель – осуществить синтез, а также исследовать цитотоксическую активность in vitro новых азиридин-содер-
жащих производных 1,3,5-триазина в отношении опухолевых клеточных линий аденокарциномы легкого человека 
А549 и гепатокарциномы человека Huh7 и оценить влияние длины углеводородного радикала в диоксановом цикле 
на цитотоксический эффект полученных соединений.

Методы и материалы. Синтез целевых соединений проводился с использованием 2,4,6-трихлоро-1,3,5-триазина 
(цианурхлорида) в качестве исходного реагента. Состав и строение полученных соединений были доказаны мето-
дами элементного CHN-анализа и ЯМР спектроскопии 1H, 13C{1H}. Цитотоксичность соединений была изучена с 
применением колориметрического метода МТТ-теста.

Результаты. Синтезированы и охарактеризованы новые производные 1,3,5-триазина: (5-((4-(азиридин-1-ил)-6-хло-
ро-1,3,5-триазин-2-ил)амино)-2-этил-2-метил-1,3-диоксан-5-ил)метанол и (5-((4-(азиридин-1-ил)-6-хлоро-1,3,5-триазин-
2-ил)амино)-2-изобутил-2-метил-1,3-диоксан-5-ил)метанол. Методом МТТ-теста изучено цитотоксическое действие 
в отношении опухолевых клеточных линий аденокарциномы легкого человека А549 и гепатокарциномы человека 
Huh7. Показано, что увеличение длины углеводородных радикалов в диоксановом цикле в положении С2 приводит 
к снижению цитотоксического действия.

Вывод. Синтезированные (5-((4-(азиридин-1-ил)-6-хлоро-1,3,5-триазин-2-ил)амино)-2-этил-2-метил-1,3-диоксан-5-
ил)метанол и (5-((4-(азиридин-1-ил)-6-хлоро-1,3,5-триазин-2-ил)амино)-2-изобутил-2-метил-1,3-диоксан-5-ил)метанол 
вызывают дозозависимое снижение выживаемости клеток опухолевых линий А549 и Huh7. 
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ВВЕДЕНИЕ
Азотсодержащие гетероциклы являются ключе-

выми структурными компонентами многих совре-
менных лекарственных средств различного терапев-
тического действия [1–4]. Одним из перспективных 
направлений применения гетероциклов в медицин-
ской химии, в том числе 1,3,5-триазинов, является по-
лучение высокоэффективных цитостатиков [5–8]. 
Значительный противоопухолевый эффект отме-
чен у некоторых 2,4,6-замещенных производных 
1,3,5-триазина (рис. 1), которые оказывают влияние 
на различные биологические мишени опухолевых 
клеток (ДНК, ферменты и др.) и, соответственно, мо-
гут действовать по различным механизмам [5]. На-
пример, 1,3,5-триазины AMG 511, ZSTK 474, PKI-587 
являются ингибиторами PI3K пан-класса I. Эффек-
тивными алкилирующими агентами, для которых 
основной мишенью является молекула ДНК, явля-
ются 1,3,5-триазины, содержащие в качестве заме-
стителей азиридиновые циклы (например, третамин 
(2,4,6-три(азиридин-1-ил)-1,3,5-триазин) (рис. 1)) [9]. 
В России был синтезирован [5-[[4,6-бис(азиридин-
1-ил)-1,3,5-триазин-2-ил]-амино]-2,2-диметил-1,3-
диоксан-5-ил]метанол с высокой противоопухоле-

вой активностью (рис. 1) [10]. Показано, что данное 
соединение обладает выраженным контактным 
противоопухолевым действием, при этом его мест-
ное и системное токсическое действие значительно 
меньше, чем у препаратов на основе координацион-
ных соединений платины [10]. При местном приме-
нении (внутрибрюшинном и внутриплевральном) 
[5-[[4,6-бис(азиридин-1-ил)-1,3,5-триазин-2-ил]-
амино]-2,2-диметил-1,3-диоксан-5-ил]-метанол не 
оказывает склерозирующего действия, тогда как 
введение цисплатина приводит к осложнениям в 
виде спаечного процесса. К преимуществам данно-
го соединения также относят его амфифильность, 
которая позволяет вводить препарат в масляных и 
в водных растворах [10].

В работе [11] мы использовали [5-[[4,6-бис 
(азиридин-1-ил)-1,3,5-триазин-2-ил]-амино]- 
2,2-диметил-1,3-диоксан-5-ил]метанол в ка-
честве исходного реагента для получения 
[5-(4,6-ди(азиридин-1-ил)-1,3,5-триазин-2-ил)
амино)-2,2-диметил-1,3-диоксан-5-ил)метил-2-(5-
фенил-2H-тетразол-2-ил)]ацетата (рис. 1). Пока-
зано, что введение 5-фенилтетразол-2-илацетиль-
ного фрагмента привело к увеличению противо-
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summary
Introduction. A promising area of application of 1,3,5-triazines in medical chemistry is the development of highly effective 

anticancer agents. It is noteworthy that a significant cytotoxic effect may occur with 2,4,6-substituted 1,3,5-triazine derivatives con-
taining aziridine rings as substituents. These compounds interact with DNA molecules of tumor cells and they are alkylating agents.

The objective was to synthesize and investigate the cytotoxic activity in vitro of new aziridine–containing 1,3,5-triazine 
derivatives against tumor cell lines of human lung adenocarcinoma A549 and human hepatocarcinoma Huh7 and to evaluate 
the effect of the length of the hydrocarbon radical in the dioxane cycle on the cytotoxic effect of the obtained compounds.

Methods and materials. The synthesis of the 1,3,5-triazine derivatives was carried out using 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine 
(cyanuric chloride) as the starting reagent. The composition and structure of the obtained compounds were proven by ele-
mental CHN analysis and 1H, 13C{1H} NMR spectroscopy. The cytotoxicity was studied using the MTT colorimetric assay.

Results. Novel 1,3,5-triazine derivatives were synthesized and fully characterized: (5-((4-(aziridin-1-yl)-6-chloro-1,3,5-
triazin-2-yl)amino)-2-ethyl-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)methanol and (5-((4-(aziridin-1-yl)-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino)-
2-isobutyl-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)methanol. Also, cytotoxic effect against tumor cell lines of human lung adenocarcinoma 
(A549) and human hepatocarcinoma (Huh7) was studied using the MTT assay. It has been shown that an increase in the length 
of hydrocarbon radicals in the dioxane ring at position C2 leads to a decrease in cytotoxic effect.

Conclusion. The synthesized (5-((4-(aziridin-1-yl)-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino)-2-ethyl-2-methyl-1,3-dioxane-5 -yl)
methanol and (5-((4-(aziridin-1-yl)-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino)-2-isobutyl-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)methanol cause a 
dose-dependent decrease against the survival of tumor cell lines A549 and Huh7. 
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опухолевой активности в  отношении опухолевой 
клеточной линии SK-HEP-1 [11].

Продолжая изучение цитотоксической актив-
ности производных 1,3,5-триазина, целью данной 
работы мы определили синтез (5-((4-(азиридин-
1-ил)-6-хлоро-1,3,5-триазин-2-ил)амино)-2-этил-
2-метил-1,3-диоксан-5-ил)метанола и (5-((4-(ази-
ридин-1-ил)-6-хлоро-1,3,5-триазин-2-ил)амино)-
2-изобутил-2-метил-1,3-диоксан-5-ил)метанола и 
изучение цитотоксическое действия в отношении 
опухолевых клеточных линий аденокарциномы 
легкого человека А549 и гепатокарциномы челове-
ка Huh7 и оценку влияния длины углеводородного 
радикала в диоксановом цикле.

МЕтОДы  И  МАтЕРИАлы
1Н и 13С{1Н} ЯМР спектры были записаны на 

Bruker Avance III 400 (400.13 МГц для 1Н ядер и 
100.61 МГц для 13С ядер) в СDCl

3
 при 298.15 K. Эле-

ментный анализ (C, H, N) выполнен на анализаторе 
CHNSO Euro EA 3028 HT.

Методика синтеза cоединений 2 и 3. К раствору 
2 г (10.8 ммоль) цианурхлорида 1 в 20 мл бутан-2-она 
(для соединения 2) или 20 мл 3-метилпентан-2-она (для 
соединения 3) при перемешивании добавили 1.5 г 
(12,4 ммоль) 2-амино-2-гидроксиметилпропан-1,3-

диола. Реакционную смесь выдерживали при ком-
натной температуре 2 часа (контроль хода реакции 
по ТСХ). Далее к реакционной смеси добавили 0,4 
г (4,65 ммоль) пара-толуолсульфокислоты и 3,1 г 
(21,6 ммоль) Na

2
SO

4
. Реакционную массу выдержи-

вали при кипячении в течении 6 часов. По окончании 
времени выдержки охлаждали до комнатной темпе-
ратуры, фильтровали и упаривали при пониженном 
давлении полученный на первой стадии осадок. Про-
дукт растворяли в хлороформе (100 мл) и добавляли 
водный раствор азиридина, который синтезировали 
по описанной ранее методике [12], нагревая 2-бром-
этанамин гидробромид при 50 °С в водном растворе 
NaOH и  Na

2
CO

3
. Полученную гетерофазную систе-

му выдерживали при 35 оС и интенсивном переме-
шивании в течение 12 часов. Отделяли органиче-
ский слой и сушили его над безводным CaCl

2
. После 

фильтрации упаривали при пониженном давлении. 
Целевой продукт очищали методом колоночной хро-
матографии на силикагеле, используя элюирующую 
систему хлороформ-метанол (95/5).

(5-((4-(азиридин-1-ил)-6-хлор-1,3,5-триазин-
2-ил)амино)-2-этил-2-метил-1,3-диоксан-5-ил)
метанол (2).

Кристаллическое вещество бежевого цвета. Вы-
ход: 1,5 г (42 %) т. пл. 208–210 °С. 1H ЯМР (400 МГц, 
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Рис. 1. 1,3,5-Триазины с противоопухолевой активностью

Fig. 1. 1,3,5-Triazines and their anticancer activity
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Методика исследования цитотоксичности. 
МТТ-анализ (колориметрический тест с 3-(4,5-ди-
метилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий броми-
дом) проводили на опухолевых клеточных линиях 
A549 (аденокарцинома легкого человека) и Huh-7 
(гепатокарциномы человека) согласно методике 
[13]. Клетки в концентрации 5∙103 на лунку поме-
щали в 96-луночный планшет и инкубировали в 
течение 12 часов в среде DMEM с добавлением 
10 % термически инактивированной фетальной 
бычьей сыворотки, 1 % L-глутамина, 50 Ед∙мл–1 
пенициллина и 50 мкг∙мл–1 стрептомицина. После 
культивирования в лунки добавляли свежую среду 
DMEM, содержащую различные концентрации со-
единений 2, 3, и планшет затем инкубировали при 
37 °C в увлажненной атмосфере CO

2
-инкубатора 

в присутствии 20 % O
2
, 5 % CO

2
. Через 48 часов 

в лунки добавляли 0,1 мл DMEM и 0,02 мл МТТ-
реагента (5 мг/мл) и продолжали инкубировать в 
течение 1 часа, после чего удаляли супернатант. 
Образовавшиеся при восстановлении МТТ жиз-
неспособными клетками кристаллы формазана 
растворяли в 0,1 мл ДМСО и измеряли оптическую 
плотность на планшетном фотометре ALLSHENG 
AMR-100T при λ=540 нм, вычитая фоновую оп-
тическую плотность при λ=690 нм. Статистиче-
ский анализ проводился с помощью программы 
Statistica 8.0 (StatSoft). Нормальность распределе-
ния проверялась тестом Шапиро – Уилка. Данные 
выражены в виде средних значений ± стандартная 
ошибка среднего. Статистические различия между 
5-ю проводимыми измерениями были проверены 
с использованием критерия Стьюдента для неза-
висимых выборок или с использованием диспер-
сионного анализа с последующим применением 
post-hoc критерия Тьюки. Статистически значи-
мым считалось различия при р<0,05. 

РЕзультАты  ИсслЕДОВАНИя  
И  Их  ОбсуЖДЕНИЕ
Синтез, структура и распределение элек-

тронной плотности в азиридин-содержащих 
производных 1,3,5-триазина. На первой стадии 
проводили реакцию 2,4,6-трихлоро-1,3,5-триази-
на (цианурхлорида) 1 с 2-амино-2-гидроксиме-
тилпропан-1,3-диолом (рис. 1), используя бутан-
2-он или 3-метилпентан-2-он в качестве реаген-
та и растворителя (рис. 2). Для формирования 
диоксанового цикла в результате кетализации 
образующегося в ходе реакции 2-((4,6-дихлоро-
1,3,5-триазин-2-ил)амино)-2-(гидроксиметил)
пропан-1,3-диола добавляли к реакционной сме-
си пара-толуолсульфокислоту и сульфат натрия, 
как водоотнимающий агент, и кипятили в тече-
ние 6 часов. Для получения целевых продуктов 
2 и 3 использовали водный раствор азиридина, 
который предварительно был получен нагрева-
нием 2-бромэтанамина гидробромида при 50 °С 
в водном растворе NaOH и Na

2
CO

3
.
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Рис. 3. 13С ЯМР спектр (5-((4-(азиридин-1-ил)-6-хлор-1,3,5-
триазин-2-ил)амино)-2-изобутил-2-метил-1,3-диоксан- 

5-ил)метанола (3)
Fig. 3. 13C NMR spectrum (5-((4-(aziridin-1-yl)-6-chloro-

1,3,5-triazin-2-yl)amino)-2-isobutyl-2-methyl-1,3-dioxane- 
5-yl)methanol (3)
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Рис. 2. Схема синтеза соединений 2, 3
Fig. 2. Synthesis route of compounds 2, 3
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Состав и строение полученных соединений 
были доказаны методами элементного CHN- 
ана лиза и ЯМР спектроскопии 1H, 13C{1H}. Так, в 
спек трах 1Н ЯМР соединений 2 и 3 сигналы про-
тонов СН

3
-групп наблюдаются в диапазоне 0,88–

1,28 м. д. Сигналы протонов метиленовых групп 
азиридиновых циклов расположены при 2,64–
2,65 м. д. На рис. 3 представлен спектр 13С ЯМР со-
единения 3. Сигналы атомов углерода СН

3
-групп 

наблюдаются при 14,1 и 15,3 м.д. Сигналы атомов 
углерода метиленовых групп азиридиновых ци-
клов расположены при 29,4–29,7 м. д. Сигналы 

атомов углерода СН- и СН
2
-групп диоксанового 

цикла наблюдаются при 68,1, 65,1 и 63,0 м. д., а 
сигнал четвертичного атома углерода С2 проявля-
ется в более слабом поле при 109,9 м. д. Сигналы 
атомов углерода 1,3,5-триазинового цикла нахо-
дятся при 161,0, 169,4 и 173,6 м. д.

Для понимания природы распределения элек-
тронной плотности в молекулах соединений 2, 3 при-
менялся метод DFT с учетом растворителя (воды), 
реализованный в программном пакете ORCA. На 
первом этапе компьютерного моделирования была 
расcчитана электронная структура молекулы с 

  

Рис. 4. Молекула соединения 2 с визуализированным 
распределением электронной плотности, где красный 
цвет – область повышенного отрицательного заряда, 

 синий – область положительного заряда
Fig. 4. Molecule of compound 2 with visualized electron 

density distribution, where red color is the area of increased 
negative charge, blue color is the area of positive charge

 
 

Рис. 5. Молекула соединения 3 с визуализированным 
распределением электронной плотности, где красный 
цвет – область повышенного отрицательного заряда, 

 синий – область положительного заряда
Fig. 5. Molecule of compound 3 with visualized electron 

density distribution, where red color is the area of increased 
negative charge, blue color is the area of positive charge

Заряды на атомах в молекулах соединений 2, 3 в соответствии с рис. 4, 5

Charges on atoms in molecules of compounds 2, 3 in accordance with fig. 4, 5

Соединение N1 N2 N3 N4 N5 O1 O2 O3 Cl1

2 –0,655 –0,375 –0,358 –0,396 –0,479 –0,550 –0,549 –0,648 0,067

3 –0,655 –0,376 –0,358 –0,396 –0,481 –0,545 –0,547 –0,648 0,067
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 Рис. 6. Влияние соединения 3 на жизнеспособность 
 клеточной линии А549. * – p<0,05 относительно  

контроля
Fig. 6. The effect of compound 3 on the viability of the cell 
line A549. * – p<0.05 relative to the control; ** – p<0.01 

relative to the control
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 Рис. 7. Влияние соединения 3 на жизнеспособность  
клеточной линии Huh7. * – p<0,05 относительно  

контроля 
Fig. 7. Effect of compound 3 on the viability of the cell line 

Huh7. * – p<0.05 relative to the control
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 помощью метода DFT и произведена оптимизация 
геометрии. Расчет производился в базисе 6–31g с 
функционалом B3LYP и учетом поляризации рас-
творителя (воды) с относительной диэлектрической 
постоянной 78.54. Заряды на атомах оценивались по 
схеме Малликена. Значения энергий (Ha) для мо-
лекулы соединения 2 составляют: HOMO: -6,685, 
LUMO: -1,123; для молекулы соединения 3: HOMO: 
-6,673, LUMO: -1,118. Результаты пространственного 
распределения поверхности зарядовой плотности 
молекул представлены на рис. 4, 5.

Как видно из расчетов молекул соединений 2, 
3, значительный отрицательный заряд концентри-
руется на атомах азота и кислорода, однако атом 
хлора имеет нейтральный заряд.

Влияние соединений 2, 3 на выживаемость опу-
холевых клеточных линий А549 и Huh7. В данной 
работе методом МТТ теста исследована цитоток-
сическая активность соединений 2, 3 в отношении 
аденокарциномы легкого человека А549 и гепато-
карциномы человека Huh7. Установлено, что про-
изводные 1,3,5-триазина 2, 3 вызывают дозозависи-
мое снижение выживаемости клеток линий А549 и 
Huh7. Для соединений 2 и 3 величина IC

50
 составила 

28,76±1,28 и 32,41±2,74 мкМ для клеточной линии 
А549 соответственно; 41,06±3,30 и 46,32±3,48 для 
клеточной линии Huh7 соответственно. Для нагляд-
ности влияние соединения 3 на жизнеспособность 
клеточных линий А549 и Huh7 показано на рис. 6, 7.

Для оценки влияния длины углеводородного ра-
дикала в положении С2 диоксанового фрагмента 
были определены значения IC

50
 для описанного 

ранее [5-[[4,6-бис(азиридин-1-ил)-1,3,5-триазин-2-
ил]-амино]-2,2-диметил-1,3-диоксан-5-ил]метанола 
ранее изученные в работе [10]. Значения IC

50 
соста-

вили 15,5±0,9 мкМ (для клеточной линии А549) и 
13,9±0,9 мкМ (для клеточной линии Huh7). Таким 
образом, отчетливо видно, что с увеличением дли-
ны и разветвленности углеводородного радикала 
при переходе от метильной группы к этильной, а 
затем к изобутильной, наблюдается снижение ци-
тотоксической активности.

зАКлючЕНИЕ
Синтезированы и охарактеризованы новые ази-

ридин-содержащие производные 1,3,5-триазина. 
Таким образом, наиболее заметный цитотоксиче-
ский эффект в отношении опухолевых клеточных 
линий А549 и Huh7 проявил (5-((4-(азиридин-1-ил)-
6-хлоро-1,3,5-триазин-2-ил)амино)-2-этил-2-метил-
1,3-диоксан-5-ил)метанол. Показано, что увеличе-
ние длины углеводородных радикалов в диоксано-
вом цикле в положении С2 приводит к снижению 
цитотоксического действия.
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