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SAĪSINĀJUMI 

A549 -cilvēka plaušu karcinomas šūnu līnija  

AI% - audzēja augšanas ātruma inhibīcija 

procentos  

AIF – apoptozi inducējošais faktors 

ATF – adenozīna trifosfāts 

B16 - peļu melanomas šūnu līnija 

B16-F10 - peļu melanomas šūnu līnija 

BBSKE - 1,2-[Bis(1,2-benzisoselenazolone-

3-(2H)-ketona)] etāns 

BHK21 - Sīrijas kāmja nieres fibroblasti 

CaCo - cilvēka resnās zarnas 

adenokarcinomas šūnu līnija  

CCL8 -  peļu sarkomas šūnu līnija 

CNS – centrāla nervu sistēma 

DCF - 2`,7`-dihlorfluoresceīns 

DCFDA - 2`,7`-dihlorfluoresceīna diacetāts 

DMEM - Dulbeko modificēta kultivēšanas 

vide 

DMSO – dimetīlsulfoksīds 

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils 

DTNB – 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoskābe) 

DTT – ditiotriētols 

DZ% - dzīves ilgums procentos 

EDTA – etilēndiaminotetraetiķskābe 

GABA - γ-aminobutānskābe 

Gpx - glutationa peroksidāze 

GSH – glutations 

GS-Se-SG – selēna diglutations 

HDAC - histonu deacetilāze 

HepG2 - cilvēka hepatocītu karcinomas šūnu 

līnija 

HT-1080 - cilvēku fibrosarkomas šūnu līnija 

HUVEC-2 - cilvēka nabas saites vēnas 

endotēlija šūnu līnija 

i.p. – injekcija vēderdobumā

(intraperitoniāli)

IC50 – savienojuma 50% inhibējošā

koncentrācija

IL-18 - interleikīns-18

IL-1β - interleikīns-1β

INF-γ - interferons-gamma

KB  - cilvēka leikēmijas šūnu līnija

L1210 – peļu leikēmijas šūnu līnija

LD50 – savienojuma deva, kuras ietekmē iet

bojā 50% dzīvnieku

MCF-7 - estrogēn-pozitīva, cilvēka krūts

adenokarcinomas šūnu līnija

MDA-MB-435s - cilvēka krūts melanomas

šūnu līnija

MES-SA - cilvēka dzemdes sarkomas šūnu

līnija

MG-22A - peļu hepatomas šūnu līnija

MMP – matriksa metaloproteināzes

mRNS – matriksa RNS

MSC - selenometilcisteīns

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolija bromīds

NADH – nikotīnamīda adenīndinukleotīds

NADPH - nikotīnamīda adenīndinukleotīda

fosfāts

NBT - nitrotetrazolījs zilais

Neuro2A - peļu neiroblastomas šūnu līnija

NF-kB – kodola transkripcijas faktors

NIH 3T3 - peļu embrionālie fibroblasti
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NNGH - N-izobutil-N-(4-

metoksifenilsulfonil) glicilhidroksāmskābe 

NR – neitrālais sarkanais 

OA/EB – akridīna oranžais/etīdija bromīds 

OD – optiskais blīvums 

P388 - peļu leikēmijas šūnu līnija 

PBS - fosfāta buferis 

PMA  - forbol-12-miristāt-13-acetāts 

pro-IL-18 - interleikīna-18 prekursors 

s.c. – injekcija zem ādas (subkutāni)

S-180 - peļu sarkomas  šūnu līnija

SAF – skābekļa aktīvās formas

SAHA - suberoīlanilīda hidroksāmskābe

SeC – selenocisteīns

SELA – selencisteīnasintāze

SELD - selenfosfāt sintāze-2i

SeM – selenometionīns 

SeMC – selenmetionilselenocisteīns 

SHSY5Y – cilvēka neiroblastomas šūnu 

līnija  

Smac/DIABLO – mitohondriālais proteīns, 

kas saistīts ar apoptozes procesu 

SOD – superoksīda dismutāze 

TBH - t-Butilhidroperoksīds 

TNF-R - audzēju nekrozes faktors 

TrxR - tioredoksīna reduktāze 

tRNS – transkripcijas RNS 

UGA kodons – stop-kodons, kas signalizē 

par translācijas procesa beigām 

VEGF – asinsvadu endotēlija augšanas 

faktors 
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ANOTĀCIJA 

Selēna noteicošā loma struktūras – pretvēža aktivitātes pētījumos. I. Domračeva, 

zinātniskie vadītāji: Dr.habil.chem., prof. Grigorijs Veinbergs, Dr.chem. Pāvels Arsenjans. 

Promocijas darbs, 112 lappuses, 15 attēli, 19 tabulas, 260 literatūras avoti, pielikums. 

Latviešu valodā.  

Pēdējā gadsimta laikā pieaugot apkārtējās vides piesārņojumam, cilvēki arvien biežāk 

savā ikdienas dzīvē nonāk saskarē ar kaitīgām un potenciāli kancerogēnām vielām, kā 

rezultātā pieaug saslimstība ar vēzi. Nākotnē ir nepieciešami selektīvi pretvēža preparāti ar 

pēc iespējas mazākiem blakus efektiem. Selēns ir viens no unikāliem un neaizvietojamiem 

mikroelementiem cilvēka veselībai. Ir noteikta savstarpēja sakarība starp selēna līmeni 

ikdienas uzturā un risku saslimt ar dažāda veida audzējiem, kā arī, notiek sekmīga tā 

izmantošana dažu vēža formu ārstēšanā. Darba galvenais mērķis ir veikt selēna saturošo 

savienojumu struktūras – pretvēža aktivitātes pētījumus, lai padziļinātu zināšanas un iegūtu 

pilnīgāku informāciju par šo savienojumu darbības mehānismiem. Iegūtās zināšanas ļaus 

radīt jaunus perspektīvus selēnu saturošus pretvēža aģentus, kas spētu nomākt audzēju 

augšanu vai novērst tā veidošanos. Darbā ir veikti struktūras – pretvēža aktivitātes pētījumi 

neorganisko un organisko selēnu saturošo savienojumu klasēs. Starp pārbaudītiem organiskā 

amonija selenītiem ir atklāti perspektīvi pretvēža aģenti ar spēju nomākt peļu sarkomas S-180 

augšanu. Salīdzinājumā ar plaši izmantoto toksisko nātrija selenītu, kā selēna avotu vairākos 

uztura bagātinātājos un vitamīnu kompleksos, jaunos organiskā amonija hidroselenītus var 

izvirzīt par audzēju profilakses līdzekļiem salīdzinošās devās kā nātrija selenītu. 1,2,3-

Selēndiazola savienojumu klasē atrastie aktīvie atvasinājumi spēj nomākt audzēja augšanu in 

vivo un ir ar nelieliem toksiskiem blakusefektiem. Selēnazolīnija sāļu klasē tika atrasti 

savienojumi ar izteiktu antiproliferatīvo spēju uz audzēju šūnām in vitro. Viens no 

selēnazolīnija sāļiem ir 1270 reizes efektīvāks uz hepatomas MG-22A, nekā nātrija selenīts. 

Savienojumu augstā aktivitāte un izcilā šķīdība, salīdzinot ar Ebselēnu, ļauj pretendēt uz 

potenciālu pretvēža aģenta atklājumu. Izpētīti kondensēto selenofēnhinolonu un 

selenofēnkumarīnu antiproliferatīvā efekta darbības mehānismi uz ļaundabīgām un normālām 

šūnām. Viens no iespējamajiem antiproliferatīvā efekta mehānismiem ir saistīts ar apoptozes 

indukciju audzēju šūnās - process norit caur iniciējošās kaspāzes-2 un efektorās kaspāzes-7 

aktivāciju, kā arī ekstremālu skābekļa aktīvo formu līmeņa samazināšanos šūnās. Promocijas 

darbā iegūtie rezultāti dod iespēju secināt, ka selēna atoma ievadīšana mērķmolekulās ļauj 

iegūt perspektīvus līdzekļus audzēju ārstēšanai un prevencijai. 
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ABSTRACT 
Determining role of selenium in the structure - antitumor activity studies. I. 

Domracheva, supervisors: Dr.habil.chem., prof. G. Veinberg; Dr.chem. P. Arsenyan. PhD 

thesis, 112 pages, 15 figures, 19 tables, 260 literature references, appendice. In Latvian. 

In the 20th and 21st centuries, due to environmental pollution, people more often get 

involved into contact with harmful and potentially carcinogenic substances that increase the 

risk of cancer. In the future, selective anticancer agents with the least side effects will be 

required. Selenium is one of the unique and essential trace elements to human health. There 

is a definite relationship between the level of selenium in the daily diet and the risk of 

developing various types of cancers; this element could additionally be used against some 

forms of cancer. The main goal of thesis is to study structure-anticancer activity of selenium 

compounds so as to acquire more complete and accurate information on the mechanisms of 

their action. Knowledge gained through the present study is to bring a new perspective on 

selenium-containing anticancer agents with the ability to inhibit tumor growth or prevent its 

formation. The work consists of structure-anticancer activity studies of both inorganic and 

organic selenium compounds classes. Among the tested organoammonium selenites, 

promising anti-cancer agents with the ability to inhibit murine sarcoma S-180 growth were 

found. Compared to the widely used toxic sodium selenite as a source of selenium, which is 

widely used in food supplements and vitamin complexes, new more effective 

organoammonium hydroselenites is proposed to be used for cancer prevention in doses 

comparable to sodium selenite. Active representatives in the series of 1,2,3-selenadiazole 

derivatives are characterized with the ability to inhibit tumor growth in vivo and less toxic 

side effects. Selenazolinium salts exhibit, also in vitro, antiproliferative activity against 

malignant cells. One of these compounds turned out to be 1270 times more effective on mice 

hepatoma MG-22A cell line than sodium selenite. The high activity and excellent solubility 

compared to Ebselen make selenazolinium salts eligible for the discovery of potential 

anticancer agent. Cytotoxicity and mechanisms of action of selenophenoquinolinones and 

selenophenocoumarins on tumor and normal cell lines were studied. One of the possible 

mechanisms of antiproliferative effects is associated with the induction of apoptosis in tumor 

cells by initiation of caspase-2 and caspase-7 activation, as well as suppression of extreme 

levels of reactive oxygen species in cells. Research results lead to the conclusion that the 

introduction of selenium atom into inorganic and organic molecules allows to obtain 

promising agents for the cancer treatment and prevention. 
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IEVADS 

Pētījuma aktualitāte 

Pagājušā gadsimta laikā būtiski pagarinoties cilvēku mūža ilgumam, saslimstība ar 

ļaundabīgiem audzējiem ir viens no galvenajiem mirstības cēloņiem. Pēdējos gadu desmitos 

pētnieki visā pasaulē aktīvi nodarbojas ar jaunu pretvēža aktīvo vielu meklējumiem. 

Mūsdienās ir mainījušās prasības attiecībā uz pretvēža preparātiem, proti, nākotnē ir 

nepieciešami selektīvi pretvēža preparāti, kuriem būtu iespējams mazāk nevēlamu 

blakusefektu lai nepazeminātos pacienta dzīves kvalitāte. Pēdējo 20 gadu zinātniskie pētījumi 

ir viennozīmīgi pierādījuši, ka selēns ir viens no neaizvietojamiem mikroelementiem ar 

svarīgām īpašībām cilvēka veselības uzturēšanai. Ir noteikta savstarpēja sakarība starp selēna 

līmeni ikdienas uzturā un risku saslimt ar dažāda veida audzējiem, kā arī, selēnu saturošus 

savienojumus sekmīgi izmanto dažu vēža formu ārstēšanā. Selēns ietilpst glutationa 

peroksidāzes sastāvā, kas ir viens no pamat fermentiem oksidēšanās/reducēšanās homeostāzē 

šūnās. Selēnam piemīt antioksidatīvas īpašības un tam ir efektīva iedarbība jebkuros 

fizioloģiskos vai patoloģiskos procesos, kuru laikā notiek pastiprināta brīvo radikāļu un 

skābekļa aktīvo formu (SAF) producēšana.  

Pēdējo gadu laikā Latvijas Organiskās sintēzes institūtā veikto pētījuma rezultātā ir 

konstatēts, ka selēnu saturošiem savienojumiem piemīt pretvēža aktivitāte, kura ir atkarīga no 

jau zināmām un jaunām struktūras – aktivitātes likumsakarībām. 

Darba mērķis 

Ņemot vērā selēna unikālo lomu cilvēka veselības saglabāšanā, darba galvenais 

mērķis ir selēnu saturošo savienojumu struktūras – pretvēža aktivitātes pētījumi, lai 

padziļinātu zināšanas un iegūtu pilnīgāku informāciju par šo savienojumu darbības 

mehānismu. Šo pētījumu rezultātā iegūtās zināšanas ļaus radīt jaunus perspektīvus selēnu 

saturošus pretvēža preparātus, kas spētu nomākt audzēju augšanu vai novērst tā veidošanos. 

Darba uzdevumi: 

1. Pētīt amonija un alkilamonija selenītu un telurītu citotoksicitāti in vitro uz audzēju šūnu

līnijām un spēju nomākt sarkomas S-180 augšanu in vivo.

2. Aminoskābju, dipeptīdu un tripeptīdu hidroselenītu rindā veikt struktūras - pretvēža

aktivitātes pētījumus, nosakot audzēja šūnu proliferācijas inhibēšanu in vitro.

Perspektīvākos neorganiskos selēna atvasinājumus pētīt in vivo eksperimentos,

izmantojot peļu audzēja modeli ar pārpotētu peļu sarkomu S-180.
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3. Noteikt vēža šūnu līniju jutību pret aizvietoto betaīnu hidroselenītu atvasinājumiem.

Pamatojoties uz iegūtajiem datiem, savienojumus ar augstāko citotoksicitāti virzīt

pētījumiem in vivo.

4. Noteikt 1,2,3-selēndiazolu atvasinājumu un selēnazolīniju sāļu spēju kavēt audzēju šūnu

proliferāciju in vitro un in vivo.

5. Noskaidrot kondensētu selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu citotoksiskā efekta

darbības mehānismu, pārbaudot spēju ietekmēt kaspāžu aktivitāti, apoptozes indukciju

šūnās, antioksidatīvo fermentu sistēmas darbību un SAF līmeni dažādās šūnu līnijās.

Rezultātu praktiskā nozīmība un zinātniskā novitāte 

Darbā ir aprakstīti selēnu saturošo neorganisko un organisko savienojumu struktūras – 

pretvēža aktivitātes pētījumi, pamatojoties uz citotoksiskajām īpašībām in vitro uz audzēju 

šūnu līnijām (cilvēku fibrosarkomas HT-1080, peļu hepatomas MG-22A, peļu melanomas 

B16 un peļu neiroblastomas Neuro2A), uz nosacīti normālām šūnu līnijām (peļu 

embrionāliem fibroblastiem NIH 3T3 un Sīrijas kāmja nieres fibroblastiem BHK21). Ir 

atklāta organiskā amonija selenītu spēja nomākt peļu sarkomas S-180 augšanu in vivo. 

Iegūtie rezultāti dod iespēju rekomendēt jaunos organiskā amonija selenītus izmantošanai  

uztura bagātinātāju un vitamīnu kompleksu sastāvā, kā selēna avotu, aizvietojot praksē plaši 

izmantoto toksisko nātrija selenītu. 

Eksperimentos in vivo 1,2,3-selēndiazola savienojumu rindā atrasti aktīvi 

atvasinājumi ar spēju nomākt peļu audzēja S-180 augšanu un ar nelieliem toksiskiem 

blakusefektiem. Kondensētiem  selēnazolīnija atvasinājumiem piemīt antiproliferatīvais 

efekts in vitro nanomolārās koncentrācijās. Cikloheksil selēnazolīnija atvasinājums inhibē 

hepatomas MG-22A šūnu proliferāciju 1270 reizes efektīvāk nekā nātrija selenīts. 

Savienojumu augstā aktivitāte un izcilā šķīdība, salīdzinot ar Ebselēnu (2-benzizoselenazol-

3(2H)-ons – glutationa peroksidāzes mimētiķis), ļauj cerēt uz potenciālu pretvēža aģenta 

atklājumu. 

Izpētīts kondensēto selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu citotoksiskais efekts uz 

deviņām audzēju šūnu līnijām un normālo fibroblastu NIH 3T3 šūnām. Viens no 

iespējamiem savienojumu antiproliferatīvā efekta mehānismiem ir saistīts ar apoptozes 

indukciju audzēju šūnās. Apoptozes procesa iniciēšana ir saistīta vismaz ar diviem dažādiem 

mehānismiem. Viens ceļš ir saistīts ar savienojumu spēju aktivēt kaspāzi-2 un kaspāzi-7. 

Ekstremāla SAF līmeņa samazināšanās šūnā savienojumu ietekmē ir otrs ceļš apoptozes 

indukcijai audzēju šūnas. Tāds selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu efekts saistīts ar 

kaspāzes-1 aktivāciju, kā rezultātā samazinās mitohondriju darbība. Savienojumu spēja 
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inhibēt superoksīda dismutāzes, glutationa peroksidāzes un tioredoksīna reduktāzes aktivitāti 

vel vairāk samazina SAF līmeni. 

Apkopojot promocijas darbā veikto eksperimentu rezultātus, var secināt, ka selēna 

atoma ievadīšana mērķmolekulās ļauj iegūt perspektīvus līdzekļus audzēju ārstēšanai un 

prevencijai.   

Promocijas darba rezultātu aprobācija 
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1. LITERATŪRAS APSKATS

1.1. Selēns, selēna savienojumi un to metabolisms organismā 

96% dzīvās matērijas sastāv no četriem elementiem – skābekļa, oglekļa, ūdeņraža un 

slāpekļa, taču dzīvajos organismos samērojamos daudzumos ir atrasti vēl 50 D. Mendeļejeva 

elementu periodiskās sistēmas elementi, no kuriem 23 ir pierādīta fizioloģiska aktivitāte. No 

tiem 11 elementi klasificējami kā mikroelementi, kas ir neaizvietojami un to daudzums 

organismā ir neliels (nepieciešamā deva nepārsniedz 100 mg dienā), no tiem 8 elementi 

izvietoti elementu periodiskās sistēmas IV un V periodā un tiem ir optimālas proporcijas 

starp atoma kodola izmēru un elektronegativitāti, lai varētu mijiedarboties ar bioloģisko 

sistēmu molekulām [1]. Šie elementi ir metāli – vanādijs (V), hroms (Cr), mangāns (Mn), 

dzelzs (Fe), kobalts (Co), varš (Cu), cinks (Zn), molibdens (Mo) un nemetāli – selēns (Se), 

fluors (F) un jods (I) (1.1. att.).  

1.1. attēls. Mikroelementu izvietojums elementu periodiskajā sistēmā (oranžā krāsā) 

Zviedru ķīmiķis J. Bercēliuss (Jöns Jakob Berzelius) 1817. gadā atklāja jaunu 

ķīmisko elementu – selēnu. Toksiskuma dēļ 20. gs. pirmajā pusē tas tika uzskatīts par 

nevēlamu. 1933. gadā tika atklāts, ka selēns ir toksisks liellopiem, ja to barībā ir augi, kuros 

šis elements ir augstā koncentrācijā [2]. 20 gs. otrajā pusē viedoklis par selēna lomu mainījās, 

tam tika atklātas jaunas bioloģiskās īpašības un zinātniskajos rakstos [3] selēns tika atzīts par 

neaizvietojamu mikroelementu žurku uzturā. 1973. g. tika konstatēts, ka selēns ietilpst 

glutationa peroksidāzes (Gpx) sastāvā, kas šūnās ir viens no pamāt fermentiem 
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oksidēšanās/reducēšanās homeostāzē [4], un kopš šī laika, pētījumu gaitā tika atrasti dažādi 

selēnu saturoši proteīni, noskaidrota to loma augu un cilvēka šūnu metabolismā un ietekme 

uz cilvēku veselību [5], kā arī parādīta sakarība starp selēna līmeni ikdienas uzturā un dažu 

dzīvnieku un cilvēka audzēju gadījuma skaitu. Turpmākajā laika periodā zinātnieku interese 

par selēna pretvēža un citām bioloģiskām īpašībām ir tikai palielinājusies. Zinātnieki ir 

atklājuši plašu selēna un selēnu saturošo proteīnu bioloģisko īpašību un funkciju spektru 

cilvēka organismā, ir pierādīta selēna spēja novērst aterosklerozi, artrītu, dažu audzēju tipu 

veidošanos, palēnināt novecošanās procesus, kā arī novērst vairogdziedzera darbības 

traucējumus, kardiovaskulārās saslimšanas, CNS pataloģijas, vīriešu neauglību un organisma 

imūno funkciju traucējumus. Selēns stimulē organisma imūno sistēmu ķīmijterapijas laikā un 

tam ir radioprotektīvas īpašības [6]. Selēns kā mikroelements ir nepieciešams gan šūnu, gan 

humorālās imunitātes normālai funkcionēšanai [5, 7], tam piemīt spēcīga pretiekaisumu, 

pretvīrusu iedarbība, tas kavē HIV, AIDS [5] un ķīmiskās kanceroģenēzes progresēšanu [8]. 

Selēnam raksturīgas arī antioksidatīvās īpašības un tas efektīvi pasargā organismu jebkuros 

fizioloģiskos vai patoloģiskos procesos, kuru laikā notiek paaugstināta brīvo radikāļu un 

skābekļa aktīvo formu producēšana. Selēns paaugstina organisma izturību maksimālu fizisko 

slodžu un oksidatīvā stresa gadījumos, kā arī paaugstinātas smago metālu koncentrācijas 

apstākļos [9]. 

Pierādīts, ka selēnam ir unikāla loma cilvēka fizioloģijā. Selēns organismā nonāk tikai 

ar barību un ir nepieciešams un neaizvietojams cilvēka un dzīvnieku diētas komponents. 

Rekomendējamā diennakts deva ir 55-70 µg. Galvenais selēna avots ir graudaugi, īpaši 

kvieši. Selēnu satur arī jūras produkti un gaļa. Daži augi var uzkrāt līdz pat 0,1% selēna un 

dažu savvaļas augu un sēņu toksiskums ir saistīts ar augstu selēna saturu. Daudz selēna, ja šī 

elementa līmenis ir augsts apkārtējā vidē, spēj uzkrāt raugi un prokarioti, to skaitā spirulīna. 

Brazīlijas riekstos ir augsta selēnu saturošu aminoskābju koncentrācija. Arī acai ogu (Euterpe 

oleracea) eļļā konstatēta augsta selēnorganisko savienojumu koncentrācija, kas nosaka šī 

produkta spēcīgās antioksidatīvās īpašības. Parasti organiskajos savienojumos selēns ir 

divvērtīgā formā. Jāatzīmē, ka dzīvnieku valsts produktos dominē selenocisteīns, bet augu 

valsts produktos – selenometionīns. Organiskā selēna biopieejamība lietojot kviešu miltus vai 

gaļu ir līdzīga [10-12]. Ja selēna saturs pārtikas produktos ilgstoši ir zemāks par 11 µg/dienā, 

iestājas selēna deficīts un tas izraisa dažādus veselības traucējumus (1.4. att.), piem., muskuļu 

distrofiju (balto muskuļu slimība), fatālo kardiomiopātiju (Kešana slimība), hondrodistrofiju 

(Kasčina-Beka slimība), depresijas [13]. Daudz mazākā mērā ar pārtiku tiek uzņemti selēna 

neorganiskie savienojumi - selenīti un selenāti. 
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1.2. attēlā ir parādīta selēna metabolisma shēma organismā. Neorganiskie selenīti un 

selenāti ar glutationa palīdzību tiek reducēti un, izveidojoties dažiem starpmetabolītiem, gala 

rezultātā pārvēršās par selēnūdeņradi [14]. Šāds selēna metabolisma ceļš ir saistīts ar 

superoksīda veidošanos.  

Bioloģiskajos organismos selēna organiskie savienojumi atrodas selēnu saturošu 

aminoskābju veidā - kā selenocisteīns (SeC), selenometionīns (SeM), 

selenometionilselenocisteīns (SeMC). SeM ļauj selēnam 35 reizes aktīvāk iesaistīties 

organisma vielmaiņas procesos, nekā neorganiska selēna savienojumi. Daļa, ar barību 

uzņemtā, SeM tiek transaminēta, veidojot alanīnu un metānselenolu, kurš tālāk vai nu 

metilējas un tiek izvadīts, vai demetilējas līdz selēnūdeņradim. SeC var nespecifiski ieslēgties 

audu olbaltumvielās cisteīna vietā. Šāda SeC ieslēgšanās olbaltumvielās ir atkarīga no 

organisma nodrošinātības ar sēru. Daļa SeC var deselenizēties, veidojot selenītus [15], vai arī 

B6 vitamīna atkarīgās selenocisteīnliāzes ietekmē, veidojās selēnūdeņradis (H2Se) [16, 17] un 

elementārais Se, kā starpsavienojums. Turklāt, organismā nonākušais SeC pats nepastarpināti 

olbaltumvielās neieslēdzas. SeMC gala rezultātā arī demetilējas līdz H2Se [15]. Tādējādi 

organisko un neorganisko selēna savienojumu metabolisma rezultātā pēc vairākiem 

starpposmiem veidojas H2Se. Selēnūdeņraža veidā selēns uzkrājas dzīvajā organismā un šādā 

veidā var iesaistīties selenoproteīnu sintēzē, vai pēc metilēšanas tas tiek izvadīts no 

organisma. Metilselēnskābe (MeSeO2H) un sintētiskie selēna savienojumi, kā aprakstīts 

literatūrā [18], transformējas par МеSeH bez β-liāzes līdzdalības. 

Atšķirībā no citiem mikroelementiem, kuri nekovalenti saistās ar proteīniem, selēns 

atrodas polipeptīdu selenocisteīna sastāvā. Selenocisteīns ir cisteīna analogs, kurā sēra atoms 

ir aizvietots ar selēnu un jāatzīmē, ka SeC nav tieši iekodēts DNS struktūrā. Sintezējot SeC, 

uz mRNS tiek izmantots kodons UGA, kurš parasti ir stop-kodons, ar noteikumu, ka pēc šī 

kodona seko īpaša stimulējoša nukleotīdu secība. Lai ieslēgtu UGA kodonu, no seril-tRNS ar  

selenocisteīnasintāzes (SELA) palīdzību tiek sintezēta selenocisteīna-tRNS, kur selēna 

donors ir selēnfosfāts. Selēnfosfāts veidojas no ATF un selenīda, izmantojot selēnfosfāt 

sintāzi-2i (SELD), kura arī ir selēnu saturošs ferments [19]. 

Pašlaik cilvēka organismā ir atklāti 25 selenoproteīni. Glutationa peroksidāze (Gpx) 

un tioredoksīna reduktāze (TrxR) piedalās oksidēšanās – reducēšanās procesos audos. 

Jodotironīndejodināze (DIO) piedalās tiroīdo hormonu metabolismā. Vairāki selenoproteīni 

izpilda signālproteīnu funkcijas vai nodrošina selēna pārnesi un uzglabāšanu (1.3.att.). 
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1.2.attēls. Selēna metabolisms organismā 

1.3.attēls. Cilvēka selenoproteīni 
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1.2. Selēnu saturošo savienojumu darbības mehānisms organismā 

Pētījumi gan preklīniskos, gan klīniskos izmēģinājumos ir apstiprinājuši ka dažādi 

selēna savienojumi darbojas kā pretvēža aģenti. Apkopojot līdzšinējos pētījumus, kas 

aprakstīti vairākos zinātniskās literatūras apskatos [20-24] par dažādu selēna savienojumu 

pretvēža darbības mehānismiem, var izdalīt pamatvirzienus:  

• Selēna savienojumi ietekmē skābekļa aktīvo formu (SAF) līmeni šūnā. Šajā

procesā selēnam ir duāla darbības forma: no vienas puses – selēns ir šūnas

fermentatīvās antioksidatīvās sistēmas daļa, no otras - paaugstina SAF līmeni

šūnā, jo selēnu saturošo savienojumu metabolisma procesā veidojas superoksīds

un dažiem selēna savienojumiem piemīt  prooksidantu īpašības.

• Selēna savienojumi iniciē šūnu bojāeju apoptozes ceļā, aktivējot dažādus

mehānismus: proteīnkināžu, kaspāžu vai mitohondriālo apoptozes indukcijas ceļu.

• Selēna duālā daba – antioksidants / prooksidants, izpaužas kā divējāds efekts uz

DNS. Atkarībā no selēna ķīmiskās formas, tas var izraisīt gan DNS bojājumus

gan tās reparāciju.

• Selēna savienojumi bloķē šūnu dzīves ciklu, inhibē angioģenēzi un vēža

metastazēšanos.

Pēc pēdējo gadu pētījumu rezultātiem var spriest, ka galvenais selēna savienojumu 

pretvēža iedarbības mehānisms galvenokārt ietver apoptozes indukciju un šūnu proliferācijas 

inhibīciju (1.4.att.). Selēna spēja kavēt angioģenēzi un vēža metastazēšanos, apvienojumā ar 

spēju modulēt antioksidatīvo un prooksidatīvo sistēmu līdzsvaru šūnā, ļauj tos uzskatīt par 

perspektīviem pretvēža aģentiem.  

1.2.1. Selēnu saturošie savienojumi un apoptozes process 

Mūsdienu pētījumos par selēna savienojumu pretvēža darbības mehānismiem vairumā 

gadījumu tiek uzsvērta to spēja kavēt šūnu dzīves ciklu un inducēt apoptozi. Lai gan visi 

pētnieki piekrīt, ka selēnam šajos procesos ir izšķirošā loma, taču tā darbības mehānisms līdz 

galam nav noskaidrots.  

Selēna savienojumu pretvēža efektivitāte korelē ar to ķīmisko uzbūvi un devu, 

piemēram, to pretvēža efektivitāte in vivo korelē ar spēju regulēt šūnas dzīves ciklu, veicināt 

apoptozi un inhibēt audzēja šūnu migrāciju un invāziju in vitro [22]. Literatūrā ir aprakstīta 

selēna savienojumu spēja veicināt dažādu audzēju šūnu apoptozi: prostatas, taisnās zarnas, 

aknu, leikēmijas un limfomas [25].  
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Pēdējo gadu pētījumi parāda, ka selēna savienojumi spēj inducēt apoptozi pēc atšķirīga 

darbības mehānisma atkarībā no šūnu tipa, selēna savienojuma un tā metabolisma šūnā. 

Piemēram, selēna oksīds izraisa kaspāzes-3 aktivāciju ar tai sekojošu apoptozes indukciju, 

turpretī nātrija selenīts spēj inducēt apoptozi bez kaspāžu aktivācijas. Šūnas mitohondriālo 

funkciju modulēšanai ir noteicošā loma apoptozes norises mehānismā. Cits apoptozes 

indukcijas mehānisms tiek saistīts ar glutationa un SAF līmeni šūnā. R.Sinhaanda vadītā grupa 

[26] apkopoja pētījumus par bioloģiskiem mērķiem organismā, kuru aktivācija vai ekspresija

mainās selēnsaturošo savienojuma ietekmē, kā rezultātā notiek apoptoze, šie bioloģiskie mērķi

ir:

 šūnu dzīves cikla regulējošie proteīni (Rb, p53, ciclīni A, B, D1 un E, p16, p21 un p27,

cdk2, cdk4 and cdc2, gadd34, 45 un 153);

 mitohondriju faktori (Bcl-2, BAX, BAK, BID, citohroms c, SAF);

 signālproteīni, proteīnkināzes (PKC, PI3-K, Akt, ERKs 1 & 2, p38 MAPK, JNK),

proteāzes (piem., kaspāzes 3, 6, 7, 8 un 9, kalpaini);

 angioģenēzes faktori (VEGF, MMP-2, IMVD);

 DNS transkripcijas faktori (NF-κB un AP-1);

 audzēja supresijas gēni (piem., p53);

 poliamīna un reducētā glutationa (GSH) līmenis.

1.2.2. Apoptozes indukcija modulējot proteīnkināžu aktivitāti 

Zināms, ka proteīnkināzes regulē šūnu dzīves ciklu, augšanu un diferenciāciju, 

apoptozi. Dažādu kināžu stimulācija izraisa mērķolbaltumvielu fosforilēšanu, kas saistīta ar 

programmējamās šūnu nāves regulāciju un atbilstošo transkripcijas faktoru funkcionēšanu. 

Dažādi selēna atvasinājumi ietekmē atšķirīgu kināžu iedarbību, piem., metilselenols, viens no 

SeM metabolītiem, inhibē kināzes ERK1/2 aktivitāti fibrosarkomas HT-1080 šūnās [27]. 

Taisnās zarnas audzēju HCT116 un SW620 augšanas kavēšana, iedarbojoties ar nātrija 

selenītu, saistīta ar kināzes JNK aktivāciju [28]. Dažu selenocianātu grupas savienojumu 

darbības mehānisms saistīts ar iedarbošanos uz proteīnkināzi Akt, kas inhibē apoptozes 

procesus. Proteīnkināze Akt piedalās šūnu cikla regulācijā un inducē olbaltumvielu sintēzi, 

tāpēc tā ir svarīgs faktors audu augšanas regulācijā. 1,4-Fenilēnbis(metilēn)selenocianāts (p-

XSC) inducē androgēnatkarīgā LNCaP un androgēnneatkarīgā LNCaP C4-2 cilvēka prostatas 

audzēja šūnu līnijās apoptozi, samazinot kināzes Akt fosforilācijas līmeni. Uz šīm šūnu līnijām 

SeM uzrāda līdzīgu iedarbības efektu [29]. 4-Fenilbutilizoselenocianāts  (ISC-4) samazina 

proteīnkināzes Akt3 aktivitāti un 3 reizes paaugstina taisnās zarnas audzēja HT-29 šūnās 

apoptozes līmeni [30].  
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1.2.3. Apoptozes indukcija modulējot kaspāžu aktivitāti 

Šūnās iespējami divi galvenie apoptozes indukcijas ceļi modulējot kaspāžu aktivitāti: 

1. Mitohondriālais ceļš. Mitohondriji veic apoptozes indukcijas procesa galveno

funkciju. Apoptotiskajās šūnās ir palielināta mitohondriālo membrānu caurlaidība. Iekššūnu 

balansu starp pro- un anti- apoptotiskaiem Bcl-2 gēna saimes locekļiem regulē proapoptotisko 

vielu izdalīšanos no mitohondrijiem, piemēram, AIF, endonukleāzes G, Smac/DIABLO un 

citohroma c. Izdaloties citohromam c no mitohondrijiem, citoplazmā veidojas apoptosomas, 

kuras aktivē kaspāzi-9 un uzsāk šūnās apoptozes procesus. 

2. Iedarbība uz apoptozes receptoriem. Apoptozes receptori ir olbaltumvielu CD95

(Apo-1 vai Fas) un TNF-R (audzēju nekrozes faktors) saime. Aktivējoties apoptozes 

receptoriem, kaspāze-8 ierosina bioķīmisko reakciju ķēdi, kā rezultātā notiek šūnu apoptoze.  

Šobrīd cilvēka organismā ir identificētas 12 kaspāzes, kuras pēc funkcionālajām īpašībām 

var iedalīt sekojošās grupās: citokīnu aktivātori (kaspāzes -1, -4, -5, -12); efektoro kaspāžu 

aktivācijas induktori (kaspāzes -2, -8, -9); efektorās kaspāzes – apoptozes izpildītāji (kaspāzes -

3, -6, -7); kaspāzes -10 un -14 [31-33]. 

 Selēna savienojumu rindā, kuriem piemīt kaspāžu aktivitātes modulācijas spējas, 

atsevišķi tiek izdalīti selēnu saturošie heterocikliskie savienojumi. 1,2-[Bis(1,2-

benzisoselenazolone-3-(2H)-ketona)] etāns (BBSKE) uzrāda kaspāzes-3 aktivitātes modulāciju 

mēles vēža Tca8113 šūnu līnijā [34]. 2,5-Bis(5-hidroksimetil-2-selenienil)-3-hidroksimetil-N-

metilpirols (D-501036) ir 1,3-selēnazolīn-4-ona atvasinājums ar plašu pretvēža aktivitātes 

spektru, kurš inducē apoptozi, aktivējot kaspāzes-9 un -3, atkarībā no devas un iedarbības 

ilguma [35]. 

1.2.4. Sakarība starp apoptozi un skābekļa aktīvo formu (SAF) līmeni šūnā 

Ir plaši izpētītas selēna savienojumu antioksidantu un prooksidantu īpašības, kuras ļauj 

tiem ietekmēt SAF līmeni šūnās. Apoptozes indukcijas mitohondriālais ceļš ir tieši saistīts ar 

SAF ģenerēšanu šūnā. Oksidatīvais stress ir universāls šūnu bojājuma mehānisms dažādu 

ģenēzes patoloģiju gadījumos un tam ir raksturīga paaugstināta iekššūnas SAF ģenerēšana, kas 

ir antioksidatīvo un prooksidatīvo sistēmu līdzsvara traucējumu sekas [36]. SAF veidošanās 

galvenā vieta šūnā ir mitohondriji, taču gadījumos, kad SAF līmeņa paaugstināšanās iemesli ir 

ārēji, oksidatīvā stresa rezultātā iestājas mitohondriju un citu šūnas komponentu bojājumi, 

proti, mitohondriju iekšējā membrānā veidojas nespecifiski kanāli ar augstu jonu caurlaidību, 

rezultātā mitohondriju matrikss uzbriest, plīst ārējā membrāna un citoplazmas olbaltumvielas 

kopā ar citohromu c izplūst starpmembrānu telpā. Starp šīm olbaltumvielām ir faktori, kas 

aktivē apoptozi, tai skaitā prokaspāze-9. 
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Šobrīd koncepcija, ka SAF izraisa tikai bojājumus šūnas funkcionēšanas procesos, tiek 

pārskatīta no jauna. Plašu popularitāti ir ieguvis termins „oksidatīvā regulācija”, kas parāda 

oksidēšanas-reducēšanas procesos modificēto proteīnu aktīvo lomu šūnu funkciju regulācijā 

[36-38]. Nobela prēmijas laureāts Dr. Džeims Vatsons (James Watson) atzīmēja SAF divējādo 

darbības raksturu. Viņš nosauca SAF par „pozitīvo dzīves spēku”, atbilstoši nozīmīgai lomai 

apoptozes procesā. Šis process ir viens no galvenajiem mehānismiem, ar kura palīdzību 

iespējams atlasīt bioloģiski disfunkcionālas struktūras, kuras varētu apdraudēt organisma 

izdzīvošanu. No otras puses, skābekļa SAF aktīvās formas, bez šaubām, ir pazīstamas ar savu 

spēju neatgriezeniski bojāt olbaltumvielas un nukleīnskābes (DNS un RNS). Periodā, kad 

organismam nav nepieciešama SAF, lai atbrīvotos no „nekontrolējamām” šūnām, kas pastāvīgi 

notiek normālos apstākļos, tās tiek neitralizētas ar olbaltumvielām-antioksidantiem.  

Šūnas aizsargmehānisms pret SAF un oksidatīvo stresu ietver sevī vairākas pakāpes: 

preventīvo mehānismu, atjaunojošo mehānismu, fizisko aizsardzību un antioksidatīvo 

aizsardzību. Antioksidatīvā šūnu aizsardzība sastāv no divām daļām: fermentatīvās un 

nefermentatīvās. Fermentatīvo antioksidatīvo aizsardzību nodrošina fermenti: glutationa 

peroksidāze, tioredoksīna reduktāze, superoksīda dismutāze un katalāze; nefermentatīvo - 

glutations, askorbīnskābe (C vitamīns), tokoferols (E vitamīns), karotinoīdi, flavonoīdi u.c. 

Tādējādi selēns dažādu selenoproteīnu veidā piedalās organisma antioksidatīvajos 

procesos. Šobrīd vairākos pētījumos pierādītas selēna protektīvās īpašības pret brīvo radikāļu 

kaitīgo iedarbību. Vairums selēna bioloģisko funkciju organismā saistītas ar tā 

antioksidatīvajām īpašībām. Selenocisteīna klātbūtne fermenta aktīvajā centrā, salīdzinot ar 

cisteīnu, būtiski palielina tā katalītisko aktivitāti. Piemēram, formatdehidrogenāze, kas satur 

selenocisteīnu, ir 300 reizes aktīvāka kā cisteīnu saturošā, un cits piemērs - cisteīna atlikuma 

aizvietošana ar selenocisteīnu gliceraldehīd-3-fosfātdehidrogenāzē, piešķir fermentam 

peroksidāzes funkcijas [39]. 

Selēns stimulē metionīna pārvēršanos par cisteīnu un glutationa sintēzi, kas arī veicina 

organisma kopējo antioksidatīvo potenciāla palielināšanos un lipoperoksīdu detoksifikāciju. 

Tieši selēna augstā antioksidatīvā aktivitāte izskaidro tā radioprotektīvās īpašības, kas ir 

augstākas nekā tiola savienojumiem. Selēns veicina aizsardzību no skābekļa toksiskās ietekmes 

paaugstināta atmosfēras spiediena (hiperbārija), UV un γ–starojuma apstākļos. Mazās un 

vidējās devās selēns veic efektīvu mitohondriju antioksidatīvo aizsardzību, kas ir izteiktāka 

nekā α-tokoferolam. Selēns kā antioksidants darbojas arī hepato- un kardioaizsardzības 

procesos [40].  

No otras puses, selēna savienojumiem piemīt prooksidatīvās īpašības. Ir izpētītas triju 

savienojumu: nātrija selenīta, selenocistamīna un diselenodipropionskābes spēja izraisīt 
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glutationa oksidēšanos ar superoksīda ģenerāciju [41]. 2010.g. ir aprakstīti 59 selēnorganiskie 

savienojumi - superoksīda ģeneratori [42], to skaitā bis(4-aminofenil)diselenīds, kuram 

pierādīta ar SAF modulāciju saistīta apoptozes indukcija limfoīdās leikēmijas CCRF-CEM 

šūnās. 

1.3. Selēna toksiskais efekts 

Galvenā problēma selēna savienojumu izmantošanai terapijā un profilaksē ir diezgan 

šaurs devas diapazons starp selēna terapeitisko un toksisko devu. Saskaņā ar ārstu 

rekomendācijām, cilvēkam diennaktī nepieciešami vidēji 55 µg selēna. Vīrusa infekciju 

(herpes, HIV) ārstēšanas laikā selēna deva var palielināties līdz 600 µg dienā. Selēna 

savienojumu pretvēža efekts uz atsevišķiem audzēju veidiem parādas pie devas 200-300 µg 

dienā. Turpretī, selēna toksiskais efekts ir 750-800 µg dienā. Saindēšanās ar selēnu un 

selenozes pazīmes parādās, ja selēna deva ir vairāk nekā 1540 µg dienā [43, 44]. Kā nevēlamās 

blakusparādības, pārdozējot selēnu, novēro ādas izsitumus, sliktu dūšu, izteiktu nogurumu, 

matu izkrišanu, nagu augšanas izmaiņas un depresiju.  

Selēna toksiskums un biopieejamība ir atkarīga no savienojumu ķīmiskās dabas. Selēna 

neorganiskie savienojumi ir toksiskāki nekā organiskie, jo ir ierobežota galvenā toksiskā 

metabolīta – selēnūdeņraža (hidroselenīda anjons) utilizācijas iespēja. Selēns elementārā 

(pazīstamas trīs alotropiskās modifikācijas: melnā stiklveidīga forma, pelēki heksagonālās 

formas kristāli un ķieģeļsarkanā amorfā forma) veidā acīmredzot ir nekaitīgs cilvēkam, taču 

kaitīgs ķīmiski saistītā veidā. Selēna savienojumi organismā var nonākt caur plaušām, 

gremošanas traktu vai ādu. 

Neorganiskais selēns cilvēka organismā var ieslēgties selenocisteīnā, bet nekad 

neieslēdzas selenometionīnā. Eksperimenti ar iezīmētu selenometionīnu-75 [45, 46], parādīja, 

ka SeM ieslēdzas dzīvībai svarīgu fermentu reproducēšanās ciklos, padarot tos nepilnvērtīgus. 

Tiek uzskatīts, ka intoksikācijas gadījumos ar selēnu, nāve iestājas tādēļ, ka selēns ir bioloģiski 

tuvs sēram, taču ķīmiski aktīvāks un tas pakāpeniski nomaina sēru fermentu sistēmās, izraisot 

neatgriezeniskus organisma bojājumus. Ņemot vērā metionīna un selenometionīna ievērojamo 

fizikāli-ķīmisko īpašību līdzību, SeM ir spējīgs aizvietot metionīnu olbaltumvielās un process 

notiek pēc specifiska mehānisma: atbilstošā tRNSmet „kļūdās”, pieņemot metionīna vietā tā 

selēna analogu [15]. SeM nespecifiski ieslēdzoties olbaltumvielās, netiek ievērota jebkāda 

noteikta stehiometrija. Neskatoties uz to, SeM ir labs selēna avots specifisku selenoproteīnu 

sintēzē, taču tikai tajā gadījumā, ja organisms ir pietiekami nodrošināts ar sēru metionīna 

formā. SeM ieslēgšanās process olbaltumvielās un atbrīvošanās no tām proteolīzes procesā 
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notiek lēni, ar šo apstākli, acīmredzot, ir saistīts ievērojami zemāks SeM toksiskums, salīdzinot 

ar selenītiem, uzņemot tos perorāli [15, 47].  

1.4. Neorganiskie selēna savienojumi 

Gandrīz divu gadsimtu laikā ir sintezēti dažādu klašu selēnu saturoši savienojumi un 

pētītas to īpašības. Selēna valence ķīmiskajos savienojumos nosaka tā bioloģiskās īpašības. 

Literatūrā parādīts ka, selēns ir efektīvs ar oksidācijas pakāpi +4, taču selenāti ir tik pat efektīvi 

(oksid. pakāpe +6), ja tos var reducēt līdz pakāpei +4 [48]. Dažādu klašu selēna savienojumi 

organismā metabolizējas atšķirīgi un galarezultāts ir atšķirīgs. Savienojumi aktivē dažādus 

bioloģiskās iedarbības molekulāros mehānismus un līdz ar to ir atšķirīgs toksiskums un 

pretvēža efekts.  

Visplašāk izpētītie Se saturošie neorganiskie savienojumi ir selēnūdeņražskābe (H2Se), 

selēna dioksīds (SeO2), nātrija selenīts (Na2SeO3), selēnpaskābe (H2SeO3) un selēna 

diglutations (GS-Se-SG). Vispiemērotākie neorganisko selēna savienojumu rindā, kā 

terapeitiskie līdzekļi vēža ārstēšana, ir selenīti (SeO3
2-). Vairākos pētījumos, tie uzrādīja 

ievērojamu citotoksicitāti mikromolārā diapazonā pret ļaundabīgajām plaušu [49, 50], prostatas 

[51], kakla [52], olnīcu [53] un resnās zarnas [54, 55] šūnām, kā arī primārās cilvēku akūtas 

mieloīdas [56] un limfoblastiskā [57] leikēmijas šūnām. Ziņots, ka medikamentu rezistentas 

šūnas kļūst daudz jutīgākas pret ķīmijterapiju, ja pievieno selenītus [53, 58]. Nātrija selenīts 

kombinācijā ar kamfotecīnu pastiprina dzemdes kakla vēža šūnu supresiju [59], ka arī uzlabo 

5-fluoruracila, oksaliplatīna un irinotekāna citotoksicitāti uz resnās zarnas vēža šūnu līnijām

[60]. Vēl jo vairāk, šis savienojums būtiski uzlabo staru terapijas efektu ārstējot hormonu

neatkarīgos prostatas audzējus [61]. In vivo eksperimenti ir apstiprinājuši selenītu terapeitisko

potenci gan attiecībā uz prostatas un taisnās zarnas audzējiem [62], gan limfoproliferācijas

modeļos [63, 64], taču selenītu efektivitāti būtiski nomāc to toksiskums.

 Selēna savienojumu pretvēža aktivitāte ir proporcionāla to katalītiskajai aktivitātei. 

Izpētīts, ka dažādu selēna savienojumu rindā vislielāko aktivitāti novēro selēna diglutationam. 

Šis savienojums tika patentēts kā kancerostatisks preparāts pret plaušu karcinomas šūnām, 

zarnu apvalka adenokarcinomu, melanomu, piena dziedzeru adenokarcinomu, gliomu, 

medulloblastomu, audzēju transformētiem fibroblastiem un keratinocītiem, tā augstās 

citotoksiskas aktivitātes dēļ. Otrs aktīvākais un visvairāk izpētītākais savienojums ir nātrija 

selenīts. Šim savienojumam ir pierādīts pretvēža efekts uz vairākiem audzēju veidiem, taču 

augstais toksiskums ierobežo tā izmantošanu. Šobrīd nātrija selenītu izmanto biopiedevu veidā. 

Nātrija selenātam (Na2SeO4), kurā Se oksidācijas pakāpē ir +6, piemīt antiangioģenēzes 

īpašības [65]. Dažāda pretvēža aktivitāte aprakstīta arī selēna metabolītiem. 
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Selēnūdeņražskābei augstās devās piemīt antioksidatīvā aktivitāte, šūnu proliferāciju 

modulējošas un imūno sistēmu stimulējošas īpašības. Metilselenols bloķē šūnu cikla G1 fāzi, 

stimulē kaspāzes atkarīgo apoptozi, inhibē angioģenēzi un vēža šūnu invāziju [22]. 

Mūsdienās aptiekās ir pieejams plašs uztura bagātinātāju klāsts, kuri satur neorganisko 

selēnu. Neorganiskā selēna biopieejamība ir viena no neatrisinātām problēmām. Minerālvielas, 

tai skaitā selēns, var veidot helātus ar aminoskābēm. Helāti dabiskā ceļā veidojas gremošanas 

procesā, kad kuņģa skābes un fermenti hidrolizē olbaltumvielas līdz aminoskābēm. 

Aminoskābes saistās ar minerālvielām, nodrošinot to pārnesi caur zarnu sieniņām. Ņemot vērā 

šos procesus, ir izveidoti selēna kompleksi ar aminoskābēm, lai paaugstinātu neorganiskā 

selēna biopieejamību, piemēram, Vitacost Complexed Selenium - Albion® Selenium Glycinate 

Complex, kur glicīns ir helātors, kā arī nātrija selenīts tiek apvienots ar selēnu saturošām 

aminoskābēm: L-selenometionīnu un Se–metil L-selenocisteīnu (piemēram, Life Extension® 

Super Selenium Complex).  

1.5. Organiskie selēna savienojumi 

Cilvēka organismā ir atrastas divas selēnu saturošas aminoskābes - selenocisteīns un 

selenometionīns, kas iekļaujas dažādu selenoproteīnu sastāvā. Visplašāk izpētītas ir glutationa 

peroksidāzes, selenoproteīna P, jodotironīndejodināzes un tioredoksīna reduktāzes bioloģiskās 

funkcijas. Šobrīd cilvēka organismā ir atrasti un identificēti vairāk kā 25 selenoproteīni, kuri 

piedalās imūnajās reakcijās, aizsargā DNS, lipīdus un lipoproteīnus pret bojājumiem, uztur 

normālu vairogdziedzera darbību, nepieciešami matu un nagu veselībai, kā arī sekmē veselīgu 

spermatozoīdu ražošanu. Dažādu selēnu saturošo aminoskābju iedarbības mehānisms un 

bioloģiskais efekts ir atšķirīgs. Se-metilselenocisteīns (МeSeC) var izmainīt dažu kolagēna tipu 

gēnu un proteīnu ekspresiju, kas izraisa ekstracelulārā matriksa izmaiņas un rezultāts ir 

izmaiņas prostatas šūnu mitozes procesā [66]. Citi autori saista МeSeC pretvēža efektu ar tā 

metabolīta – metilselenola iedarbības efektu, kurš ir pētīts uz transgēnās peles modeļa ar 

prostatas adenokarcinomu, ievadot МeSeC perorāli [67]. 2011. g. atklāja jaunu МeSeC 

metabolītu - α-keto skābes analogu, kuram arī tika pierādīts pretvēža efekts [68]. Pastiprinātu 

pētnieku interesi izraisa viens no SeM pretvēža darbības mehānismiem, kas saistīts ar SeM 

metabolītu spēju inhibēt histonu deacetilāzes (HDAC) aktivitāti, ko pavada olbaltumvielu 

oksidēšanās - reducēšanās modulācija [69].  

Japāņu zivsaimniecības zinātnes pētniecības institūta līdzstrādnieki ir atklājuši zilā 

tunča derīgās īpašības, identificējot tā asinīs un audos augstu 2-selenil-N,N,N-trimetil-L-

histidīna saturu. Šis savienojums ir ergotioneīna 1,4-selēna analogs, kuru nosauca par 

selenoneīnu (1.5.att., c). Selenoneīna klātbūtne tika konstatēta arī citu zivju (skumbrijas, 
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tilāpijas, makreles) asinīs, hepatopankreātā, liesā, sirdī un skeleta muskuļos, kā arī cūku nierēs, 

kalmāru hepatopankreātā, vistas guzā, aknās un sirdī [70]. 

1.5.attēls. (a) Metilselenocisteīns, (b) selenometionīns, (c) selenoneīns, (d) selenocistīns, (e) 

selēnodiglutations. 

Neskatoties uz to, ka SeM darbības mehānisms, kurš saistīts ar vēža veidošanos, ir 

samērā daudz pētīts, maz ir darīts, lai novērtētu SeM ietekmi uz šūnu proliferāciju. Jaunākajos 

pētījumos ir pierādīts, ka SeM kavē kolorektālo [71, 72], plaušu [73, 74], krūts un prostatas 

vēža šūnu augšanu, kā arī konstatēta citotoksicitāte attiecībā uz melanomas šūnām [75, 76], 

taču, selēnu saturošās aminoskābes uzrāda pretaudzēju aktivitāti ievērojami augstākā 

koncentrācijā (mikromolārais diapazons), nekā selēna reducētās aktīvās formas. Nesen ziņots 

par iespēju izmantot SeM, kombinējot to ar jonizējošo starojumu, tas dod iespēju turpmāk SeM 

izmantot plaušu vēža ārstēšanā [77]. Līdzīgi SeM, selēnometilcisteīns (MSC) proponēts par 

efektīvu aģentu šūnu proliferācijas kavēšanai vidējās un augstās koncentrācijās cilvēka mutes 

dobuma plakanšūnu, resnās zarnas un krūts karcinomas šūnās [78, 79]. Neskatoties uz MSC 

augsto toksicitāti, pēdējos gados pētnieku uzmanību piesaistīja, tā spēja modulēt 

metastazēšanās procesus. MSC angioģenēzes inhibēšanas rezultātā kavē audzēja augšanas 

ātrumu [80, 81], uzlabo pretvēža zāļu piegādi audzējā, tādējādi radot terapeitisko sinerģiju in 

vivo. Pierādīts, ka MSC spēj potencēt irinotekāna un tamoksifēna pretvēža efektu un aizsargā 

pārējās organisma šūnas no šī preparātu toksicitātes [82-84].  

Selenocistīns – diselenīds, kas veidojas oksidējoties selenocisteīnam, nesen piesaistīja 

uzmanību ar savu augsto pretvēža aktivitāti un lielisku terapeitisku selektivitāti uz cilvēka vēža 

šūnām, neskarot normālās šūnas (1.5.att., d) [85]. Testos in vitro pierādīts, ka selenocistīns 

efektīvi iedarbojas uz cilvēka melanomas, dzemdes kakla un plaušu vēža šūnām [86]. 

Kombinētajā terapijā selenocistīns pastiprina 5-fluoruracila aktivitāti uz melanomas šūnām 

[87], arī individuāli selenocistīnam ir spēcīgs pretvēža efekts in vivo, ievērojami kavējot 

audzēja augšanu, bet neizraisot dzīvniekiem svaru zudumu [88], taču tā izmantošanu pretvēža 
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terapijā kavē sliktā šķīdība ūdenī. Tāpēc tālākie pētījumi tika pievērsti citu selenīdu un 

diselenīdu sintēzei un to antiproliferatīvās aktivitātes pārbaudēm.  

Atklāts, kā selēnu saturošiem hinazolīna un pirido[2,3-d]pirimidīna atvasinājumiem 

zemās mikromolārās koncentrācijās piemīt augsta citotoksicitāte attiecībā pret dažādām cilvēka 

vēža šūnu līnijām. E. Moreno līdzstrādnieku grupa ir atklājusi bis(4-aminofenil)diselenīda 

spēju kavēt limfoleikozes šūnu augšanu [89]. Tālāko meklējumu rezultātā tika sintezēti dažādi 

jauni  difenildiselenīdu atvasinājumi un pētīta to ietekme uz vēža šūnu proliferāciju [90, 91]. 

Imidoselenokarbamāti un hinolīnimidoselenokarbamāti uzrādīja spēju iznīcināt cilvēku 

prostatas vēža šūnas mikromolārās koncentrācijās (1.6.att.) [92, 93], turklāt, 

imidoselenokarbamāti efektīvi iznīcina krūts vēža un limfoblastiskās leikēmijas šūnas. 

D.Desaja līdzstrādnieku grupa izstrādāja suberoilanilīda hidroksāmskābes (SAHA) selēna

analoga sintēzes metodes un parādīja ka tie veiksmīgi inhibē dažādu plaušu vēža šūnu līniju

proliferāciju salīdzinot ar SAHA [94, 95]. B.Romano pētnieku grupa ziņoja par jauniem

metilselenokarbamātu klases savienojumiem, kuriem piemīt augsta citotoksiskā aktivitāte

attiecībā pret vairākām cilvēka vēža šūnu līnijām (IC50 < 10 μM) [96]. Vairākus nesen

sintezētus selēnocianātu atvasinājumus perspektīvā varēs izmantot kā pretvēža preparātus. 1,4-

Fenilēnbis(metilēn)selēnocianāts (p-XSC) uzrāda augstu efektu pret prostatas un mutes

dobuma karcinomas šūnām (1.7.att.) [97, 98]. Vēlāk sintezētie fenilalkilizoselēnocianāti –

dabīgo fenilalkilizotiocianātu selēna izostēri, kas uzrādīja savu efektivitāti in vitro pret

melanomas, prostatas, krūts, glioblastomas, sarkomas un resnās zarnas vēža šūnu līnijām, gan

in vivo, inducējot būtisku audzēja izmēra sarukšanu, vienlaicīgi neizraisot dzīvnieku svara

kritumu. Pēc struktūras-aktivitātes sakarību pētījumu rezultātiem tiek secināts, ka audzēja

inhibējošā iedarbība palielinās pieaugot savienojumu lipofilitātei [99].

Selēnu saturošie heterocikli ir vēl viena savienojumu klase, kas pēdējos gados piesaista 

arvien lielāku uzmanību. Ebselēns (2-fenil-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-ons) ir pirmais 

veiksmīgais piemērs (1.8.att.). Pirmoreiz tas tika iegūts 1924.g. [100] un to plaši pētīja kā 

pretiekaisuma līdzekli ar antioksidatīvām īpašībām. Nesen šim heterocikliskajam 

savienojumam ir pierādīta spēja kavēt cilvēka krūts, resnās zarnas un hepatomas vēža šūnu 

proliferāciju [101, 102, 103] un, jāpiebilst, ka selēna loma šajā gadījumā ir noteicošā, jo sēra 

analogs ir pilnīgi neaktīvs. No otras puses, Ebselēna vājā šķīdība ūdenī ir problēma optimālai 

terapeitiskai izmantošanai.  

Lai palielinātu Ebselēna šķīdību, nezaudējot bioloģisko aktivitāti, tālākie pētījumi tika 

vērsti uz tā struktūras modificēšanu. Viens no veiksmīgiem savienojumiem ir Etaselēns (1,2-

[bis(1,2-benzizoselenazolon-3-(2H)-keto)]etāns), kas pazīstams arī kā BBSKE. Šo 

savienojumu sintezēja un detalizēti izpētīja prof. H.Zeng ar līdzstrādnieku grupu. Savienojums 



27 

demonstrē ievērojamu pretvēža efektivitāti attiecībā uz dažādām cilvēka vēža formām un 

mērenu toksicitāti in vitro un in vivo pētījumos [34, 104-108]. Pavisam nesen, Etaselēns 

kombinācijā ar cisplatīnu tika testēts in vivo. Salīdzinot ar cisplatīna efektu, kombinētajā 

terapijas procesā novēroja savienojumu sinerģiju, samazinot audzēja izmēru un vienlaicīgi 

pasargājot organismu no cisplatīna toksicitātes [109], taču, neskatoties uz daudzsološiem 

rezultātiem, šķīdības palielināšanas problēma netika pilnībā atrisināta. M. Liu zinātnieku grupai 

izdevās iegūt ūdenī šķīstošu Etaselēna formu radot micellu kopolimēru, kā rezultātā novēroja 

pretaudzēja aktivitātes paaugstināšanos [110]. Diselenofēna atvasinājumam D-501036 (2,5-

bis(5-hidroksimetil-2-selenofenil)-3-hidroksimetil-N-metilpirols) nesen tika atklātas pretvēža 

īpašības ar plašu aktivitātes spektru pret vairākām cilvēka vēža šūnām (IC50<1 µM diapazonā) 

[35, 111, 112]. Jāatzīmē, kā D-501036 piemīt selektīva spēja kavēt vēža šūnu, īpaši 

multirezistentu šūnu augšanu, vienlaicīgi neskarot normālās šūnas (1.9.att.).  

1.6.attēls. (a) imidoselenokarbamāti, (b) hinolīnimidoselenokarbamāts, (c) Se-SAHA, (d) 

selenokarbamoil atvasinājumi 

1.7.attēls. (a) Selēnhinazolīni u pirido[2,3-d]pirimidīni, (b) diarildiselenīdi, (c) p-XSC, (d) 

fenilalkilselēnizocianāti 

1.8.attēls. (a) Ebselēns, (b) Etaselēns 
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1,2,5-Selēnadiazoli ir interesanta savienojumu klase jaunu pretvēža preparātu 

meklējumos. Piemēram 1,2,5-selēnadiazolo[3,4-d]pirimidīna-5,7(4H,6H)dionam piemīt plašs 

antiproliferatīvas aktivitātes spektrs uz vairākām cilvēka vēža šūnu līnijām [113, 114]. 

Selenofēniltiazolidīnona atvasinājumiem raksturīga izteikta antiproliferatīva iedarbība pret 

resnās zarnas audzēja HT29 šūnu augšanu [115]. 

1.9.attēls. (a) D-501036, (b) un (c) 1,2,5-selēnadiazoli 

Plaši pētījumi ir veikti attiecība uz selēnu saturošo nukleozīdu sintēzi. Balstoties uz 

dabīgu savienojumu struktūru, 1983. g. tika sintezēts tiazofurīna analogs – selēnazofurīns 

(1.10.att.). Savienojums parādīja izteiktu pretvēža aktivitāti attiecībā uz peļu leikēmiju P388, 

Luisa plaušu un osteogēno sarkomu dzīvnieku modeļos [116], taču N-aizvietotiem 

atvasinājumiem tika konstatēts absolūts aktivitātes zudums testos in vivo [117], savukārt, 

apmainot selēnazola ciklu pret selenofēnu, ieguva vēl vienu perspektīvu pretvēža aģentu. 

Selenofēnfurīna citotoksiskās aktivitātes līmenis ir salīdzināms ar selēnazofurīna līmeni [118]. 

Pēdējos gados uz fluorcitozīna [119],  timidīna [120] un uridīna bāzes [121] izstrādātas arī citu 

selēnu saturošo nukleozīdu iegūšanas metodes.  

1.10.attēls. (a) Selēnazofurīns, (b) selenofēnofurīns, (c) selēnoarabinozofuranozilcitozīns, (d) 

metilselēnotimidīna atvasinājumi, (e) selēnuridīna atvasinājumi 

Promocijas darbā ir apkopoti vairāku gadu pētījumi, kuri tika veikti Latvijas Organiskās 

sintēzes institūtā ar dažādiem selēnu saturošiem savienojumiem. Pētījumu gaitā sintezētiem 

neorganiskajiem un organiskajiem selēna atvasinājumiem veikta struktūras-aktivitātes analīze 

ar mērķi noskaidrot struktūras-aktivitātes likumsakarības, tādējādi atlasot selēnu saturošus 

atvasinājumus ar augstu pretvēža efektu, vienlaikus mēģinot samazināt nevēlamus selēna 

toksiskos blakusefektus.  
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2. REZULTĀTI UN TO IZVĒRTĒJUMS

2.1. Neorganisko selēna atvasinājumu struktūras - aktivitātes analīze 

Vairākos pētījumos [52, 122-124] ir parādīts, ka neorganiskais nātrija selenīts spēj 

iznīcināt audzēja šūnas izmantojot dažādus darbības mehānismus. Viens no tiem ir saistīts ar 

oksidatīvo stresu, kā rezultātā audzēju šūnās selektīvi tiek bojāti mitohondriji, vienlaicīgi 

pasargājot normālos audus. Kā jau iepriekš minēts, galvenā problēma, kas saistīta ar 

neorganisko selēna savienojumu izmantošanu terapijā, ir šaurs devu diapazons starp 

ārstniecisko un toksisko selēna devu. Lai samazinātu selēna toksiskumu un saglabātu pozitīvo 

bioloģisko efektu, pētītas nātrija selenīta kombinācijas ar dažādiem vitamīniem, piemēram, 

nātrija selenītu kombinācijā ar E vai C vitamīnu klīnikā izmanto kataraktas un tīklenes makulas 

deģenerācijas profilaksei [125]. Kombinācija ar E vitamīnu samazina selēna toksisko efektu 

eksperimentos ar žurkām [126]. Selenīta kombinācija ar tokoferolu plaši izmanto veterinārijā 

kā dzīvnieku uztura bagātinātāju. 

Balstoties uz zināšanām par selēna unikālo lomu cilvēka veselībā, Latvijas Organiskās 

sintēzēs institūtā tika sintezēti dažādi neorganiska selēna atvasinājumi: amonija un 

metilamonija selenīti, aminoskābju, di- un tripeptīdu, kā arī betaīnu hidroselenīti, alifātisko 

amīnu un N-heterociklu hidroselenīti. Plašs savienojumu klāsts tika sintezēts, lai veiktu šo 

savienojumu struktūras-aktivitātes analīzi un noskaidrotu likumsakarības, kas ļautu atlasīt 

efektīvus selēna atvasinājumus ar augstu pretvēža efektu un vienlaikus pēc iespējas zemākām 

selēna toksisko blakusefektu izpausmēm. 

Struktūras-aktivitātes pētījumi tika uzsākti ar šo savienojumu antiproliferatīvā efektā 

salīdzinājumu, nosakot savienojumu citotoksicitāti in vitro uz audzēju šūnu līnijām: cilvēku 

fibrosarkomas HT-1080, peļu hepatomas MG-22A, peļu melanomas B16 un peļu 

neiroblastomas Neuro2A. Papildus tika izmantotas vēl divas šūnu līnijas: peļu embrionālie 

fibroblasti NIH 3T3 un Sīrijas kāmja nieres fibroblasti BHK21, kas nav izdalīti no audzējiem, 

bet ar vīrusu palīdzību transformēti kultūrā in vitro. Šīs šūnu līnijas nosacīti sauc par normālām 

šūnām un bioloģiskajos pētījumos izmanto kā normālo šūnu modeli. Tomēr par pilnīgi 

normālām tās nevar uzskatīt, jo tām ir dažas audzēju šūnu īpašības, piemēram, neierobežota 

šūnu proliferācija [127]. Šūnu dzīvotspēja tika noteikta ar MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolija bromīds) palīdzību, kas parāda dzīvo šūnu mitohondriju fermentu aktivitāti. 

Lai novērtētu un salīdzinātu savienojumu iespējamo toksisko efektu, izvēlēta metode, 

kas ir alternatīva LD50 testam in vivo. Testā noteikta savienojumu bazālā toksicitāte uz peļu 

fibroblastu šūnu līnijas NIH 3T3 un aprēķināta savienojuma paredzamā akūtā toksicitāte (LD50) 

[128]. Iegūtie dati ļauj novērtēt vairāku savienojumu toksisko efektu, neizmantojot lielu 
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dzīvnieku skaitu toksicitātes noteikšanai, un atlasīt perspektīvākos savienojumus turpmākajām 

pārbaudēm in vivo. Izmantojot šādu pieeju, dzīvnieku izmantošanu eksperimentos var 

samazināt vismaz par 50% [129]. Savienojumu pretvēža efekts in vivo tika noteikts izmantojot 

peļu audzēja modeli ar pārpotētu peļu sarkomu S-180.  

2.1.1. Amonija un alkilamonija selenīti 

Medicīnā plaši tiek izmantota vairāku ārstniecisku līdzekļu kombinētā terapija, 

piemēram, asinsspiediena normalizēšanai, osteoporozes, psoriāzes u.c. slimību, arī ļaundabīgu 

audzēju ārstēšanā. Līdzīgas tendences ir arī profilaktiskajā medicīnā, īpaši vēža profilaksē 

[130]. Pozitīvu mijiedarbību starp dažādiem aģentiem iespējams sagaidīt, ja tie iedarbojas uz 

vairākiem mērķiem, tādejādi papildinot iedarbības mehānismu, piemēram, modulēt dažādus 

posmus kanceroģenēzes procesā. Apvienojot dažādus aģentus, var panākt ārstnieciskā efekta 

potencēšanu un samazināt iespējamos nelabvēlīgos blakusefektus [131]. Literatūrā ir publicēti 

pētījumi par selēna spēju pasargāt organismu no cisplatīna toksiskā efekta terapijas laikā [132], 

savukārt, selēna konjugātam ar cisplatīnu (NH3)4PtCl2SeO3 ir pierādīts citotoksiskais efekts un 

specifiska telomerāzes inhibēšanas spēja endometrija audzēju šūnās [133].  

Amonija un metilamonija selenītiem un telurītiem ir parādīts antiproliferatīvais efekts 

uz vairākām audzēju šūnu līnijām [134]. Eksperimentālajā darbā iegūtie rezultāti salīdzināti ar 

nātrija selenīta efektu. Rezultāti apkopoti 1. tabulā.  

Nātrija selenīts (1) parādīja augstu citotoksicitāti uz cilvēka fibrosarkomas HT-1080 

(IC50=2 µM). Citotoksiskais efekts uz normālām šūnām NIH 3T3 ir 20 reizes zemāks (IC50=23 

µM). Viszemākais efekts nātrija selenītam novērots pret hepatomas MG-22A (IC50=64 µM) 

šūnām. Amonija selenītam (2) ir selektīva iedarbība uz dažādām šūnu līnijām. Augstākais 

citotoksiskais efekts novērots uz fibrosarkomas HT-1080 (IC50=1 µM) – līdzīgi kā nātrija 

selenītam. Pēc antiproliferatīva efekta samazināšanās audzēju šūnu līnijas var izvietot sekojošā 

secībā: HT-1080 > Neuro2A > MG-22A > B16. Citotoksiskais efekts uz normālām šūnām NIH 

3T3 ir 2 reizes augstāks (IC50=13 µM), salīdzinot ar nātrija selenītu. Arī uz BHK21 šūnu līnijas 

efekts ir praktiski līdzīgs. Metilamonija (3) un dimetilamonija (4) selenītu citotoksicitāte uz 

visām pārbaudītajām audzēju šūnu līnijām ir vēl augstāka, tomēr selektivitāte uz dažādām šūnu 

līnijām saglabājas, nedaudz mainās līniju secība. Metilamonija selenīta (3) un dimetilamonija 

selenīta (4) efekts samazinās sekojošā secībā: HT-1080 > Neuro2A > B16 > MG-22A. 

Citotoksiskais efekts savienojumiem 3 un 4 uz normālām šūnām NIH 3T3 ir attiecīgi 11 un 25 

reizes augstāks (IC50=2 un 0,9 µM), salīdzinot ar nātrija selenītu. Bazālā toksicitāte 

savienojumiem 2, 3 un 4 ir līdzīga, aprēķinātais LD50 attiecīgi ir 49, 57 un 43 mg/kg, un tie ir 

apmēram 2 reizes toksiskāki kā nātrija selenīts. Analizējot iegūtos rezultātus, var secināt, ka 
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ievadot metil grupu amonija selenīta molekulā, paaugstinās citotoksiskais efekts gan uz 

audzēju šūnām, gan arī uz normālām šūnām. Vienlaicīgi metilgrupa neietekmē bazālas 

toksicitātes līmeni.  

1. tabula 

Amonija selenītu un telurītu antiproliferatīvais efekts in vitro un pretvēža efekts in vivo  

Nr. Formula 
IC50, µM Bazālā 

toksicitāte 
(LD50 

mg/kg) 

Audzēja 
augšanas 
inhibīcija  
in vivo, % 

HT-
1080 

MG-
22A B16 Neuro 

2A 
NIH 
3T3 

1 Na2SeO3 2 64 nt nt 23 105 68 

2 (NH4)2SeO3  1 22 47 8 13 49 16 

3 (MeNH3)2SeO3 0.5 4 2 1 2 57 47 

4 (Me2NH2)2SeO3 0.9 5 2 0.8 0.9 43 10 

5 [(HOCH2CH2)MeNH2]HSeO3 33 40 30 7 54 nt -26 

6 [(HOCH2CH2)2MeNH]HSeO3 17 34 32 21 48 nt nt 

7 [(HOCH2CH2)3NH]HSeO3 12 26 395 31 165 nt 81 

8 (NH4)2TeO3  8 10 11 2 175  413 8 

9 (MeNH3)2TeO3 15 26 13 14 763 887 17 

10 (Me2NH2)2TeO3 18 24 36 14 2091 1540 7 
nt –nav testēts; “ – “ – audzēja augšanas aktivācija. 

 

Etanolamīnu atvasinājumu sērijā tika pārbaudīti trīs savienojumi: N-metil-N- 

etanolamonija hidroselenīts (5),  N-metildietanolamonija hidroselenīts (6) un trietanolamonija 

hidroselenīts (7). Etanolamonija hidroselenīts (5) parādīja augstāku citotoksisko efektu uz 

neiroblastomas Neuro2A (IC50=7 µM), uz pārējām audzēju līnijām IC50 ir no 30 līdz 39 µM,  

savukārt, di- un trietanolamonija hidroselenīti (6, 7) efektīvi inhibē fibrosarkomas HT-1080 

augšanu (IC50=17 un 12 µM). Uz pārējām audzēju šūnu līnijām efekts ir apmēram vienāds 

(IC50=30÷39 µM). Savienojuma 7 citotoksiskais efekts, izņemot ietekmi uz melanomu B16, 

salīdzinot ar etanolamonija hidroselenītu (5), ir 13 reizes zemāks (IC50=395 µM). Šūnu 

proliferācijas supresija šiem trim savienojumiem (5, 6, 7) uz normālās šūnu līnijas NIH 3T3 ir 

zemāka nekā nātrija selenītam, bet viszemākais efekts ir trietanolamonija hidroselenītam (7) 

(IC50=165 µM). Salīdzinot amonija un metilamonija selenītus ar etanolamonija hidroselenītiem 

var secināt, ka citotoksiskais efekts uz visām šūnu līnijām samazinās. 

Selēns un telūrs ir VI grupas elementi, taču dzīvajos organismos telūrs nav sastopams 

kā mikroelements. Aizvietojot savienojuma molekulā selēnu ar telūru, savienojumu 

antiproliferatīvais efekts un toksicitāte samazinās. Amonija telurītam (8) saglabājas selektīva 

iedarbība, un šajā gadījumā visjutīgākā pret to ir peļu neiroblastoma Neuro2A. Visi trīs telūra 

izostēri (8-10) parāda viszemāko efektu uz embrionāliem peļu fibroblastiem NIH 3T3. 
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Antiproliferatīvais efekts metilamonija (9) un dimetilamonija (10) telurītam ir zemāks nekā 

attiecīgajiem selenītiem. Jāpiebilst, kā arī bazālā toksicitāte ir 4-15 reizes zemāka nekā nātrija 

selenītam. Šie dati parāda, ka selēna un telūra loma šūnu metabolismā ir atšķirīga.  

No visiem pārbaudītiem amonija un metilamonija selenītiem un telurītiem tikai 

metilamonija selenīts (3) eksperimentos in vivo parādīja mērenu audzēja augšanas kavēšanas 

spēju (47%), toties trietanolamonija hidroselenīts (7) būtiski kavē audzēja augšanu - par 81%.  

2.1.2. Aminoskābju, dipeptīdu un tripeptīdu hidroselenīti 

Minerālvielas, tostarp selēns, var veidot helātus ar aminoskābēm, kas nodrošina to 

transportēšanu caur zarnu sieniņām. Pierādīts, ka N-acetilcisteīnu kombinācijā ar nātrija 

selenītu var izmantot, kā potenciālu pretvēža aģentu, jo selēna toksiskais efekts samazinās 

[135]. Ņemot vērā šos procesus, lai paaugstinātu neorganiskā selēna biopieejamību, izveidoti 

vairāki selēna kompleksi ar aminoskābēm. 

Aminoskābes, di- un tripeptīdi viegli reaģē ar in situ pagatavotu selēnpaskābi (H2SeO3), 

šķīdinot selēna (IV) oksīdu ūdenī. Rezultātā veidojas attiecīgie hidroselenīti [136]. Dažādiem 

aminoskābju, di- un tripeptīdu hidroselenītiem tika konstatēts antiproliferatīvais efekts. 

Rezultāti ir apkopoti 2. tabulā. Analizējot iegūtās struktūras-aktivitātes attiecības ir redzama 

citotoksiskā efekta atkarība no aminoskābes dabas. Glicīna hidroselenītam (11) ir augsts 

citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-1080 (IC50=10 µM). Uz audzēju šūnām MG-22A, 

Neuro2A un normālām šūnām NIH 3T3 un BHK21 efekts ir salīdzinoši vienmērīgs (IC50 

attiecīgi ir 15; 20; 25 un 22 µM) un 2 reizes zemāks nekā uz HT-1080. Salīdzinoši augstais 

efekts uz fibrosarkomas HT-1080, iespējams, ir saistīts ar to, ka glicīns ietilpst kolagēna 

sastāvā, turklāt, glicīna daudzums var sasniegt 35% [137]. Interesanti, ka viszemākā jutība pret 

glicīna hidroselenītu (11) ir melanomas B16 šūnām (IC50=101 µM). Literatūrā ir minēts, ka 

pievienojot peļu uzturam glicīnu, tiek inhibēta hepatocītu proliferācija kancerogēna WY-

14.643 ietekmē un inhibēta melanomas B16 audzēja augšana par 50-75% in vivo, tomēr glicīns 

neietekmē melanomas B16 proliferāciju in vitro. Autori izvirzīja hipotēzi, ka glicīns 

neiedarbojas tieši uz audzēju šūnām, bet kavē audzēja augšanu in vivo inhibējot angioģenēzi 

[138]. Atšķirībā no glicīna, glicīna hidroselenīts (11) in vitro inhibē melanomas B16 

proliferāciju.  

β-Alanīna hidroselenīts (12) uzrādīja augstu antiproliferatīvo efektu uz visām audzēju 

šūnu līnijām. Uz hepatomas MG-22A citotoksiskais efekts ir visaugstākais (IC50=2 µM), bet uz 

pārējām šūnu līnijām IC50 ir līdzīgs un svārstās robežās no 9 līdz 17 µM. Uz normālām šūnu 

līnijām NIH 3T3 un BHK21 β-alanīna hidroselenīta (12) citotoksiskais efekts ir tikpat augsts, 

kā uz audzēju šūnām. β-Alanīns kā β-aminoskābe, olbaltumvielu sastāvā neietilpst, tas ir 
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aminoskābju vielmaiņas produkts. β-Alanīna struktūra atrasta vairāku svarīgu bioloģiski aktīvu 

vielu sastāvā (karnozīns, anserīns, koferments A, pantotēnskābe). Organismā β-alanīns tiek 

sintezēts aknās. Parādīts, ka pievienojot diētai β-alanīnu, žurku aknās paaugstinās oglekļa 

tetrahlorīda izraisītais hepatotoksiskais efekts [139], bet peļu aknās  β-alanīns darbojas pretēji - 

samazina oglekļa tetrahlorīda izraisīto hepatotoksicitāti [140]. Novērotais β-alanīna 

hidroselenīta izcilais citotoksiskais efekts tieši uz hepatomas šūnām, iespējams, saistīts ar to, ka 

β-alanīna metabolisms ir cieši saistīts tieši ar aknu audiem un hidroselenīts var traucēt 

metabolismu, izraisot hepatotoksisko efektu.  

Serīna hidroselenīts (13) in vitro parādīja augstu citotoksisko efektu uz hepatomas MG-

22A un neiroblastomas Neuro2A šūnām, IC50 uz abām šūnu līnijām ir 13 µM. Tomēr augstu 

citotoksisko efektu novērojām arī uz normālas šūnu līnijas NIH 3T3 (IC50=11 µM). Efekts uz 

fibrosarkomas HT-1080 ir 4 reizes zemāks. Mazāk jutīgas pret serīna hidroselenītu ir 

melanomas B16 un nieru fibroblastu BHK21 šūnas (IC50 uz abām šūnu līnijām ir 135 µM). 

Eksperimentos in vivo serīna hidroselenīts uzrādīja labu pretvēža efektu, audzēju augšanas 

inhibīcija sasniedza 51%. Serīns spēlē svarīgu lomu purīnu un pirimidīnu biosintēzē šūnā. 

Serīns ir glicīna un cisteīna biosintēzes prekursors. Tam ir svarīga loma arī vairāku fermentu 

katalītiskajā funkcijā. Augsts serīna hidroselenīta antiproliferatīvais efekts var tikt saistīts ar to 

spēju iesaistīties un bloķēt vairākus šūnas dzīvotspējai svarīgus procesus.  

Nākamos trīs hidroselenītus apvieno augsts audzēja augšanu stimulējošs efekts in vivo. 

Treonīna (14), glutamskābes (15) un tirozīna (16) hidroselenīti stimulē audzēju augšanu in vivo 

attiecīgi par 192, 144 un 98 %. Tirozīna hidroselenītam in vitro nav efekta uz melanomas B16. 

Iespējams, tas ir saistīts ar tirozīna iesaistīšanos melanīna sintēzē [141]. Zināms, ka B16 

melanomas šūnas ir tirozīn-atkarīgas un tirozīna koncentrācijas samazināšana inhibē 

melanomas šūnu proliferāciju [142]. 

Prolīna hidroselenīts (17) uzrādīja augstu antiproliferatīvo efektu gan uz audzēju, gan 

uz normālām šūnu līnijām. Augstākais citotoksiskais efekts ir uz hepatomas MG-22A, 

fibrosarkomas HT-1080 un fibroblastiem NIH 3T3, IC50 ir attiecīgi 5, 7 un 6 µM, tomēr 

atšķirība no pārējām šūnu līnijām nav liela: uz B16 un Neuro2A audzēju šūnu līnijām iegūtais 

IC50=12 µM. Organismā daudz prolīna satur saistaudu olbaltumviela – kolagēns. Fibrosarkoma 

un fibroblasti producē kolagēnu un prolīna metabolisms šajās šūnās ir augstāks nekā citās. 

Kolagēns ir nepieciešams šūnu adhēzijas un invāzijas nodrošināšanai. Pierādīts, ka selenīts 

inhibē HT-1080 fibrosarkomas šūnu invāziju, samazinot šūnu adhēziju ar kolagēnu [143]. 

Prolīna hidroselenīta citotoksicitāte ir augstāka tieši uz fibrosarkomas HT-1080 un 

fibroblastiem NIH 3T3, toties uz citu šūnu tipiem efekts ir tikai nedaudz zemāks. Šo efektu var 
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izskaidrot ar to, ka kolagēna loma adhēzijas procesā ir universāla visām šūnām. Iespējams, 

prolīna hidroselenīts ietekmē šos procesus šūnā, tāpēc efekts ir aptuveni līdzīgs visos audos. 

2. tabula

Aminoskābju, dipeptīdu un tripeptīdu hidroselenītu antiproliferatīvais efekts in vitro un 
pretvēža efekts in vivo 

Nr. Aminoskābe+HSeO3
- 

IC50, µM Audzēja 
augšanas 
inhibīcija 
in vivo, % 

HT-
1080 

MG-
22A B16 Neuro

2A 
NIH 
3T3 

BHK 
21 

11 H3N
OH

O

+
10 15 101 20 25 22 -16

12 
OH

O

H3N
+

17 2 12 9 5 14 -4

13 OH

O

OH

NH3
+

43 13 135 13 11 135 51 

14 OH

O

NH3

OH

53 148 264 138 122 148 -192

15 OH

O

NH3

HOOC 83 91 362 322 181 91 -144

16 OH

O

NH3

OH

+

110 129 * 232 105 65 -98

17 N O

OH

H2

+ 7 5 12 12 6 10 1 

18 
N
H

N OH

O

NH2

H +

19 16 209 * 21 12 -18

19 OH

O

N

H

H3N

O

+ 77 42 * * 180 153 33 

20 
OH

O

N

H

H3N

O

+

 

47 52 315 315 164 151 -103

* - pārbaudītajās devās efekta nav;   nt- nav testēts;  “ – “ – audzēja augšanas aktivācija.
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2. tabula. Turpinājums

Nr. Aminoskābe+HSeO3
- 

IC50, µM Audzēja 
augšanas 
inhibīcija 
in vivo, % 

HT-
1080 

MG-
22A B16 Neuro

2A 
NIH 
3T3 

BHK 
21 

21 OH

O

N

H

H3N

O
OH

+ 51 * * * 69 36 toksisks 

22 OHN
H3N

OH

N

OH

O

+ 31 11 314 167 66 16 -46

23 
N

O

OHH

H

H
+

16 39 nt nt nt nt 51 

Vēl viena aminoskābe, kura izmantota kā bāze hidroselenītu sintēzei, ir histidīns. 

Histidīna hidroselenīts (18) in vitro parāda augstu citotoksisko efektu uz fibrosarkomas HT-

1080, hepatomas MG-22A, kā arī uz normālām šūnu līnijām NIH 3T3 un BHK21 (IC50 

attiecīgi ir 19, 16, 21 un 12 µM). Efekts uz melanomas ir apmēram 10 reizes zemāks (IC50=209 

µM), bet uz neiroblastomas efekts pazūd. Histidīns ir vairāku fermentu sastāvā, kā arī 

prekursors histamīna sintēzei. Histamīns veidojas no histidīna ar histidīn-dekarboksilāzes 

palīdzību. Histamīns ir svarīgs neirotransmiters un kā mediators piedalās neironu šūnu 

proliferācijā gan normālos, gan audzēju audos. Ir zināma histidīna ietekme uz aminoskābju 

akumulāciju neiroblastomas un astrocitomas šūnās [144]. Paaugstināts histidīn-dekarboksilāzes 

līmenis konstatēts melanomas šūnās [145]. Histidīna hidroselenīta (18) nespēju ietekmēt 

neiroblastomas šūnu proliferāciju var saistīt ar plašu histidīna lomu neironālo audu 

metabolismā un proliferācijā, bet zems citotoksiskais efekts uz melanomas var būt saistīts ar 

histidīna dekarboksilāzes paaugstinātu aktivitāti melanomas šūnās. Histidīns piedalās smago 

metālu detoksifikācijā un izvadīšanā no organisma caur aknām un nierēm. Tas nozīmē, ka šajās 

šūnās histidīna hidroselenīts (18) var tikt iesaistīts citos metabolisma ceļos nekā neironālajās 

šūnās. Iespējams tas ir iemesls augstam citotoksiskajam efektam uz nieru fibroblastu BHK21 

un hepatomas MG-22A šūnām.  

Pārbaudītajam glicīna hidroselenīta tripeptīdam (22) antiproliferatīvais efekts uz 

melanomas B16 samazinās 3 reizes (IC50=314 µM) salīdzinot ar glicīna hidroselenītu (11), bet 

ar glicīna hidroselenīta dipeptīdu (19) efekts zūd. Glicīns ir svarīgs CNS neirotransmisijas 

inhibītors. Literatūrā nav datu par glicīna citotoksisko efektu fizioloģiskās devās uz nervu 

šūnām, bet glicīna hidroselenīta (11) IC50 uz neiroblastomas Neuro2A šūnām ir 20 µM. 
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Salīdzinot savienojuma di- un tripeptīda citotoksisko efektu, novērots, ka tripeptīda (22) 

gadījumā tas samazinās (IC50=167 µM), bet dipeptīdam (19) efekta nav. Arī uz pārējām šūnu 

līnijām dipeptīdam (19) ir zems efekts. Gly-Leu hidroselenīta (20) citotoksiskais efekts, līdzīgi 

kā savienojumam 22, arī ir zems un viszemāka aktivitāte ir uz melanomas B16 un 

neiroblastomas Neuro2A (IC50 uz abām līnijām ir 315 µM). Gly-Ser hidroselenīta (21) efekts ir 

līdzīgs kā savienojumam 19, arī šajā gadījumā citotoksiskais efekts nav novērojams uz 

melanomas B16, neiroblastomas Neuro2A, kā arī uz hepatomas MG-22A šūnām. Uz pārējām 

līnijām citotoksiskais efekts ir līdzīgs kā tripeptīdam 22. Pārbaudot šo glicīna atvasinājumu 

efektu in vivo, noskaidrots, ka vienīgi glicīna dipeptīds (19) nedaudz kavē audzēja augšanu - 

inhibīcija sasniedz 33%. Glicīna hidroselenīts (11) neietekmē audzēja augšanu, glicīna 

hidroselenīta tripeptīds (22) un Gly-Leu hidroselenīts (20) stimulē audzēja augšanu attiecīgi par 

46 un 103%, bet Gly-Ser hidroselenīts (21) parāda ļoti augstu toksisko efektu in vivo, kā 

rezultātā visi dzīvnieki gāja bojā.  

Savienojums 23 ir β-fenil-γ-aminobutānskābes (fenibuts) hidroselenīts. Fenibuts ir 

neirotransmitera γ-aminobutirskābes (GABA) inhibitors. Tas tiek izmantots kā psihotropās 

zāles depresijas ārstēšanai. Savienojuma 23 citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-1080 ir 

16 µM, bet uz hepatomas - 39 µM. Tika noteikta arī bazālā toksicitāte un aprēķinātais LD50 

sastāda 277 mg/kg, kas ir divas reizes zemāks nekā nātrija selenītam. Fenibuta hidroselenīts 

uzrāda aktivitāti arī in vivo, tas inhibē audzēja augšanu par 51%. 

Visiem pārbaudītiem aminoskābju hidroselenītiem citotoksiskais efekts uz normālām 

šūnu līnijām ir salīdzināms ar efektu uz audzēju šūnu līnijām. Vairāki savienojumi uzrāda 

zemāku citotoksisko efektu vai efekta neesamību uz melanomas un neiroblastomas šūnām.  

2.1.3. Betaīnu hidroselenīti 

Betaīni ir trialkilaizvietoto aminoskābju iekšējie sāļi. Betaīna molekula satur pozitīvi 

lādētu ceturtējo slāpekļa atomu un negatīvi lādētu karboksilgrupu, veidojot bipolāro jonu. Tie ir 

plaši sastopami gan augu valsts pasaulē, gan bezmugurkaulniekos un augstāko dzīvnieku 

organismos. Vienkāršākais betaīnu pārstāvis ir trimetilglicīns, kas pašlaik zināms ar 

nosaukumu betaīns. Pirmo reizi tas tika izdalīts no biešu sulas. Betaīns aktivizē šūnu 

membrānu fosfolipīdu biosintēzi. Trimetilglicīns cilvēka un dzīvnieku organismā ir metilgrupu 

donors. Tādējādi betaīns, darbojoties kompleksā ar B6 un B12 vitamīniem, neitralizē toksisko 

aminoskābi homocisteīnu. Ar metilgrupu pārnesi saista betaīnu pretvēža efektus. Ir pētīta 

betaīna (uzņemot ar uzturu) spēja samazināt plaušu vēža attīstības risku, kas saistīts ar 

smēķēšanu [146]. Betaīnu tradicionāli izmanto arī kā hepatoprotektoru [147]. 2010. gadā zilā 

tunča asinīs tika atrasts jauns unikāls selēnu saturošs savienojums. Tas ir dabīgais heterocikls - 
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2-selenil-Nα,Nα,Nα-trimetill-L-histidīns, ergotioneīna selēna analogs, kuram konstatētas

augsta līmeņa antioksidatīvās īpašības [70].

Pētījuma turpinājumā pārbaudīts antiproliferatīvais efekts betaīnu hidroselenītu sērijai. 

Rezultāti par savienojumu citotoksisko efektu ir apkopoti 3. tabulā. Gandrīz visi betaīna 

hidroselenīti uzrādīja augstāku vai nātrija selenītam līdzīgu citotoksisko efektu uz audzēju šūnu 

līnijām, izņemot savienojumu 31. Trimetilglicīna hidroselenīts (24) parādīja augstu 

antiproliferatīvo efektu uz fibrosarkomas HT-1080 un hepatomas MG-22A (IC50=4 µM). Uz 

hepatomas tā efekts ir 15 reizes augstāks nekā nātrija selenītam. Arī bazālā toksicitāte ir 

nedaudz augstāka kā nātrija selenītam (LD50=74 mg/kg). Aizstājot trimetilamīna fragmentu ar 

pirazolīnija heterociklu (25), citotoksiskais efekts praktiski neizmainās, bet bazāla toksicitāte 

nedaudz samazinās - līdz 128 mg/kg.  

Pagarinot alifātisko daļu, savienojumam (3-karboksietil)trimetilamonija hidroselenītam 

(26) citotoksiskais efekts uz HT-1080 paaugstinās 4 reizes un nedaudz samazinās efekts uz

hepatomas MG-22A (IC50=7 µM), salīdzinājumā ar (3-carboksimetil)-trimetil-amonija

hidroselenītu (24). Bazālā toksicitāte samazinās līdz 138 mg/kg. Vēl pagarinot alifātisko ķēdi

līdz propilgrupai, savienojuma (3-carboksipropil)-trimetil-ammonija hidroselenītam jeb γ-

butirobetaīna hidroselenītam (27) citotoksiskais efekts mainās tikai uz fibrosarkomas HT-1080

- tas paaugstinās 37 reizes (IC50=0,11 µM), salīdzinot ar trimetilglicīna hidroselenītu (24).

Tātad alifātiskās ķēdes garums ievērojami ietekmē antiproliferatīvo efektu uz fibrosarkomas

HT-1080 šūnām.

 Citotoksisko efektu ietekmē ne tikai alifātiskās ķēdes garums, bet arī pie amīna 

pievienotās grupas. Savienojumiem ar karboksietilgrupu, nomainot vienu metilgrupu pie amīna 

uz etilgrupu, (28) iegūtais citotoksiskais efekts uz HT-1080 un MG-22A izlīdzinās (IC50 = 4 

µM) un bazālā toksicitāte ir 82 mg/kg, savienojuma efekts kļūst līdzīgs trimetilglicīna 

hidroselenīta (24) efektam. Savienojumiem ar karboksipropilgrupu aizvietojot divas 

metilgrupas pie amīna ar izopropilgrupām (29), citotoksiskais efekts samazinās līdz 9 µM HT-

1080 gadījumā un līdz 12 µM uz MG-22A, bet aprēķinātais LD50 praktiski nemainās, salīdzinot 

ar 27 savienojumu. Aizvietojot amīna grupu ar pieclocekļa heterociklu - pirolidīnu (30), 

citotoksiskais efekts uz abām šūnu līnijām ir vienāds, IC50=4 µM un LD50=90 mg/kg. 

Metilpiperidilaizvietotam betaīna hidroselenītam (31) novērota citotoksiskā efekta 

samazināšanos uz abām līnijām, uz HT-1080 IC50=23 µM, bet uz hepatomas MG-22A - 123 

µM. Bazālā toksicitāte arī samazinās 10 reizes, LD50=931 mg/kg, tomēr selektivitāte uz 

dažādām šūnu līnijām saglabājās, efekts uz fibrosarkomas šūnām ir 5 reizes augstāks kā uz 

hepatomas šūnām. Pirazolīnija atvasinājumam (33) citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-
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1080 paaugstinās 10 reizes (IC50=0,9 µM), bet efekts uz hepatomas un bazālā toksicitāte, 

salīdzinot ar 29 savienojumu, nemainās. Savienojumiem ar karboksipropil grupu, aizvietojot 

amīna grupu ar morfolīnu (32), atkal novērota citotoksiskā efekta atšķirība starp šūnu līnijām. 

Antiproliferatīvais efekts uz fibrosarkomas ir 3 reizes augstāks, bet bazālā toksicitāte gandrīz 

nemainās un ir 95 mg/kg. Skābekļa atoma ieviešana alifātiskajā ķēdē (36), noved pie 

citotoksiskā efekta selektivitātes uzlabošanās. Fibrosarkomas HT-1080 šūnu supresija 

palielinās 6,6 reizes (IC50=0,9 µM), bet bazālā toksicitāte samazinās, LD50 ir 179 mg/kg. 1-(2-

Karboksimetoksietil)-1-metilmorfolīna hidroselenītam 36 ir viszemākais toksiskais efekts starp 

betaīna atvasinājumiem ar augstu citotoksisko efektu. Savienojumam 35 ar aminogrupu un ar 

metoksilgrupu alifātiskajā ķēdē IC50 uz abām līnijām atkal ir vienāds (IC50=4 µM), bet bazālā 

toksicitāte – 119 mg/kg.  

Par savienojumā 34 betaīna bāzi izmantots plaši pazīstams komerciāls preparāts - 

pregabalīns (tirdzniecības nosaukums Lyrica). Pregabalīns ir pretkrampju zāles, ko lieto 

neiropātisku sāpju, dažu hronisku sāpju cēloņu ārstēšanai, piemēram, fibromialģijas gadījumā 

[148]. Pēc 3. tabulas datiem, pregabalīna hidroselenītam (34) piemīt antiproliferatīvs efekts uz 

audzēju šūnām. Citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-1080 ir augstāks nekā uz hepatomas 

MG-22A (IC50 attiecīgi ir 3 µM un 30 µM). Bazālā toksicitāte ir 99 mg/kg.  

Analizējot iegūtos rezultātus, pārbaudītos betaīna hidroselenītus var sadalīt divās 

grupās. Pirmajā grupā ir savienojumi ar līdzīgu citotoksisku efektu uz abām audzēju šūnu 

līnijām: 24, 28, 30, 35. Otrajā grupā ir savienojumi, kuriem citotoksiskais efekts uz 

fibrosarkomas HT-1080 ir augstāks nekā uz hepatomas MG-22A: 29 (atšķirība ir 1,3 reizes), 25 

(2 reizes), 32 (3 reizes), 31 (5 reizes), 36 (6,7 reizes), 26 (7 reizes), 33 un 34 (10 reizes), 27 (32 

reizes). γ-Butirobetaīna hidroselenīts (27) uzrāda vislielāko citotoksiskā efekta selektivitāti 

starp HT-1080 un MG-22A šūnām – atšķirība ir 32 reizes (attiecīgi IC50 ir 0,11 µM un 4 µM). 

Viens no šī efekta izskaidrojumiem var tikt saistīts ar atšķirīgu γ-butirobetaīna dioksigenāzes 

ekspresijas līmeni aknās un saistaudos. γ-Butirobetaīna dioksigenāze ir ferments, kurš katalizē 

L-karnitīna veidošanos no γ-butirobetaīna un aknās šī fermenta līmenis ir visaugstākais [149,

150], tātad aknu šūnās attiecīgais hidroselenīts var tikt metabolizēts un citotoksiskais efekts

samazinās. γ-Butirobetaīna dioksigenāzei nav viena strikti specifiska substrāta, ferments var

izmantot arī dažus modificētus substrātus [151, 152]. Piemēram, mildronātu iespējams oksidēt

[153], veidojot virkni produktu, tai skaitā malonskābes semialdehīdu, dimetilamīnu,

formaldehīdu un (1-metilimidazolidin-4-il)etiķskābi. Meldonija hidroselenītam (26) atšķirība

starp citotoksisko efektu sasniedz 7 reizes. Iespējams, arī pārējie savienojumi var būt šī

fermenta substrāti.
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3. tabula

Betaīnu hidroselenītu antiproliferatīvais efekts in vitro un pretvēža efekts in vivo 

Nr. (Amīns)H+ HSeO3
- 

IC50, µM Bazālā 
toksicitāte 

(LD50 
mg/kg) 

Audzēja 
augšanas 
inhibīcija 
in vivo, % 

HT-1080 MG-22A 

24 N
OH

O
+ 4 4 74 nt 

25 N
N

OH

O
+ 3 7 128 nt 

26 
Me3NNH OH

O
+

 
1 7 138 100 

27 N
OH

O
+

 
0.11 4 82 100 

28 N
OH

O

+
4 4 82 87 

29 N
OH

O
+ 9 12 99 88 

30 N OH

O
+ 3 3 90 83 

31 N
+ OH

O
23 123 931 100 

32 N
O

OH

O
+ 3 10 95 100 

33 N
N

OH

O
+ 0.9 9 111 nt 

34 
N

OH

O
+

 

3 30 99 nt 

35 N
O

OH

O

+
4 4 119 100 

36 N
O

O
OH

O

+ 0.9 6 179 nt 

nt – nav testēts 
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Savienojumiem 26-32 un 35 tika pārbaudīts pretvēža efekts in vivo. Visi savienojumi 

inhibē audzēja augšanu par 80–100%. Detalizēta in vivo pretvēža efekta un savienojumu 

blakusefektu analīze dota nodaļā 2.1.6. 

2.1.4. Heterocikliskie amonija hidroselenīti 

Jauni hidroselenīti ar heterociklisku organisko bāzi iegūti, selēna dioksīdam reaģējot ar 

heterocikliskajiem amīniem, un tiem tika konstatēts antiproliferatīvais efekts [154, 155]. 

Rezultāti par heterociklisko amonija hidroselenītu bioloģiskajām īpašībām apkopoti 4. tabulā. 

Savienojumu antiproliferatīvais efekts mainās atkarībā no izmantotās heterocikla bāzes.  

Imidazols ir pieclocekļu aromātiskais heterocikls, kas ietilpst aminoskābes histidīna 

molekulā. Kopā ar pirimidīnu tas veido purīnu - dabā visplašāk sastopamo slāpekļa atomu 

saturošo heterociklu. Imidazola gredzenu satur vairāki ārstnieciskie līdzekļi, piemēram, 

pretsēnīšu preparāti, antibiotiķi (nitroimidazols), sedatīvie preparāti (midozolams) [156, 157] 

un CNS stimulatori (kofeīns, teobromīns) [158]. Pēdējo gadu pētījumos dažādiem imidazolu 

saturošiem atvasinājumiem ir pierādīts antiproliferatīvais efekts [159].  

Imidazolīnija hidroselenīts (37) uzrādīja vienādi augstu antiproliferatīvo efektu 

(IC50=3÷5 µM) uz visām pārbaudītajām audzēju šūnām. Uz normālām NIH 3T3 šūnām 

citotoksiskais efekts ir 11 reizes zemāks (IC50=45 µM). Savienojumam ir selektīva ietekme uz 

audzēju šūnām.  

Piridīnija selenītam (38), salīdzinot ar imidazola atvasinājumu (37), novērota 

citotoksiskā efekta samazināšanās uz audzēju šūnu līnijām no 4 līdz 10 reizēm. Piridīna 

gredzens ir B3 vitamīna jeb nikotīnskābes, kā arī vairāku medikamentu sastāvā [160]. Ievadot 

aldoksīma grupu piridīnā, tās hidroselenīts (39) neuzrāda citotoksicitāti pret HT-1080 un MG-

22A šūnu līnijām, bet IC50 uz NIH 3T3 šūnu līnijas ir 147 µM. Aizstājot aldoksīma grupu ar 

amidoksīmu (40), savienojumam parādās augsts citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-

1080, hepatomas MG-22A un neiroblastomas Neuro2A šūnām (attiecīgi 14, 17 un 11 µM) un 

tas ir nedaudz augstāks nekā piridīnija selenītam (38). Jāuzsver, ka uz melanomas B16 

citotoksiskais efekts ir apmēram 6 reizes augstāks (IC50=2 µM) nekā uz citām līnijām. 

Literatūrā ir parādīts, ka nikotīns akumulējās audos, kas satur melanīnu, modulējot melanīna 

sintēzi, antioksidatīvo fermentu darbību un samazina cilvēku normālo melanocītu dzīvotspēju 

[161], bet nikotīnskābes hidroksamāts inhibē melanīna sintēzi peļu melanomas B16-F10 šūnās 

[162]. Iespējams, tāpēc piridīnija selenītiem ir selektīva ietekme uz melanīnu saturošiem 

audiem. 
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Tālāk hidroselenītu veidošanai tika izmantoti 2,2`- un 4,4`-bipiridīni. Abi reģioizomēri 

viegli veido helāta kompleksus ar lielāko daļu pārejas metālu joniem, tai skaita ar dzelzi, bet 

4,4`-bipiridīns ir prekursors zināmam herbicīdam - Parakuat (N,N'-dimetil-4,4'-bipiridīnijs). 

Literatūrā ir parādīts, ka 4,4`-bipiridīns var traucēt elektronu pārnesi bioloģiskajās sistēmās 

[163]. Abiem 2,2`-bipiridīnija (41) un 4,4`-bipiridīnija (42) hidroselenītiem novērots augsts 

(līdzīgi savienojumam 40) citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-1080 un hepatomas MG-

22A, IC50 ir robežās no 11 līdz 18 µM. Abiem savienojumiem citotoksicitāte ir augstāka uz 

neiroblastomas Neuro2A (IC50 ir 9 un 3 µM) un melanomas B16 (IC50=2 µM). Literatūrā 

parādīts, ka 2,2`-bipiridīnijs in vivo eksperimentos pelēm uzrāda neirotoksisko efektu devā 300 

mg/kg, bet 4,4`-bipiridīnijs šāda devā ir letāls. Pēc literatūras datiem, herbicīds Parakuat traucē 

dopamīnerģisko neironu darbību [164]. No iegūtajiem eksperimentālajiem datiem var secināt, 

ka 4,4`-bipiridīnija hidroselenītam (42) ir augstāks citotoksiskais efekts uz neiroblastomas 

šūnām nekā reģioizomēram (41). Augsts bipiridīnija hidroselenītu efekts tieši uz melanomas 

šūnām var tikt izskaidrots ar to spēju saistīt metālu jonus. Parādīts, ka melanīns reakcijā ar Fe2+ 

(Fentona reakcija), paaugstina ūdeņraža peroksīda veidošanos, turklāt stipra helātora klātbūtnē 

(piem., EDTA) efekts pieaug [165]. Līdzīga ietekme ir konstatēta melanīnu saturošos 

dopamīnerģiskajos neironos smadzeņu melnajā vielā (substantia nigra) [166]. Bipiridīnijs ir 

stiprs metālu helātors un tas varētu būt viens no augstā citotoksiskā efekta izskaidrojumiem. Uz 

normāliem embrionāliem fibroblastiem NIH 3T3 2,2`-bipiridīnija hidroselenītam (41) 

citotoksiskais efekts ir salīdzinoši 2–15 reizes zemāks nekā uz audzēju šūnām (IC50=30,2 µM), 

savukārt, 4,4`-bipiridīnija hidroselenītam (42) pārbaudītajās devās nav citotoksiska efekta uz 

NIH 3T3 šūnām. M.Michel-Buono grupa izpētīja, ka 4,4-bipiridīniju IC50, pēc 11 dienu 

inkubācijas uz normāliem cilvēka keratinocītiem NHK, ir 100-1000 µM, kā arī 4,4-bipiridīnija 

ietekmē netika konstatēta keratinocītu displāzija (saistaudu attīstības traucējumi) [167]. 

Eksperimentālie dati, kas parādīti 4. tabulā ir iegūti pēc 72 stundu inkubācijas ar savienojumu 

un maksimālā izmantotā deva bija 100 µM. Tātad, var secināt, ka 4,4`-bipiridīnija 

hidroselenītam (42) ir selektīva ietekme uz audzēju šūnām. 

   Vēl viena heterociklu klase, kas šajā darbā tika pārbaudīta, ir kondensētie heterocikli. 

Kā piemērs izmantots hinolīns. Hinolīna kodols ir dažu dabīgo vielu (alkaloīdu) un vairāku 

farmakoloģiski aktīvo vielu sastāvā. Hinolīna atvasinājumiem ir konstatētas vairākas 

bioloģiskas aktivitātes: pretmalārijas, antibakteriāla, pretsēnīšu, prettārpu, kardiotoniska, 

pretkrampju, pretiekaisuma, pretsāpju un pretvēža [168, 169]. Eksperimentos in vitro tika 

pārbaudīti hinolīnija selenīts (43) un 6-bromohinolīnija selenīts (44). Augstākais 

antiproliferatīvais efekts novērots savienojumam 44. No pārbaudītajām audzēju šūnām, 

augstāka ietekme ir pret neiroblastomas Neuro2A un melanomas B16 šūnām (IC50 attiecīgi ir 5 
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un 2 µM). Novērota selektīva ietekme arī uz citām audzēju šūnām, bet uz normāliem 

fibroblastiem NIH 3T3 savienojumam citotoksiska efekta nav. Hinolīnija selenītam (43) 

citotoksiskais efekts uz Neuro2A un B16 šūnām ir attiecīgi 7 un 100 reizes zemāks nekā 6-

bromatvasinājumam (44) un citotoksiskais efekts novērojams arī uz normālām šūnām, 

IC50=178 µM. Literatūrā ir aprakstīts, ka hinolīna savienojumi spēj inhibēt melanīna 

produkciju cilvēka ādā [170]. Iespējams, ka augsts 6-bromohinolīnija selenīta (44) 

citotoksiskais efekts tieši uz melanomas šūnām var būt saistīts ar spēju modulēt melanoģenēzes 

procesu.  

Fenantrolīns ir kondensēts heterociklisks savienojums, kas var veidot kompleksus ar 

vairākiem metālu joniem [171]. 1,10-fenantrolīns veido kompleksu ar dzelzs (II) jonu un ir 

nosaukts par “feroīnu”. Tas ir metaloproteināžu inhibitors, kura darbības mehānisms ir saistīts 

ar fenantrolīna spēju saistīt metāla jonus fermenta aktīvajā centrā [172]. Pēc 4. tabulas datiem 

o-fenantrolīnija selenītam (45) ir augsts citotoksiskais efekts uz audzēju šūnu līnijām, IC50 ir ap

2 µM, izņemot melanomas B16 šūnas, kur efekts ir nedaudz zemāks - IC50 ir 12 µM. Diemžēl

augsta citotoksicitāte novērota arī uz normālās šūnu līnijas NIH 3T3 (IC50=3 µM). Šāds

vienlīdz augsts citotoksiskais efekts uz visiem šūnu tipiem varētu būt saistīts tieši ar

fenantrolīnija spēju saistīt metālus un neselektīvi traucēt vairāku metālu saturošo fermentu

darbību šūnā. o-Fenantrolīnija hidroselenīts (45) uzrādīja pretvēža efektu in vivo, audzēja

augšanas inhibīcijai sasniedzot 39%.

Darbā tika pārbaudīti divi benzimidazola atvasinājumi: benzimidazolīnija hidroselenīts 

(46) un 2-merkaptobenzimidazolīnija hidroselenīts (47). Benzimidazola atvasinājumi ir plaši

pētīti un izmantoti farmakoloģisko vielu dizainā. Tiem ir konstatēts pretmikrobu, un pretvīrusu

efekts, kā arī pretdiabēta un pretvēža aktivitāte [173]. 2-merkaptobenzimidazola

atvasinājumiem arī ir zināms pretmikrobu efekts, kā arī antihistamīna, neirotrofs un analgētisks

efekts [174]. Benzimidazolīnija hidroselenīts (46) parāda līdzīgu antiproliferatīvo efektu uz

visām pārbaudītajām šūnu līnijām, IC50 svārstās no 16 līdz 29 µM. Savienojuma līdzīgais

efekts visos gadījumos var būt saistīts ar to, ka tiek ietekmēti bazālie fizioloģiskie mehānismi.

Piemēram, viens no literatūrā aprakstītiem benzimidazola antiproliferatīvā efekta darbības

mehānismiem ir saistīts ar mikrotubulīna producēšanas inhibīciju šūnās. Šāds darbības

mehānisms ir līdzīgs tradicionālās ķīmijterapijas zāļu darbībai, piemēram, taksāni un kapmirtes

alkaloīdi bloķē šūnu dalīšanos šūnas cikla metafāzē (G2/M fāzes) [175]. Benzimidazolīnija

hidroselenīts (46) ir otrais no visiem pārbaudītajiem heterocikliem, kurš uzrāda pretvēža efektu

in vivo - audzēja augšana tiek inhibēta par 51%. Interesanti, ka abiem heterocikliskajiem

savienojumiem (benzimidazolīnija selenīts (46) un o-fenentrolīnija selenīts (45)), kuri parādīja

efektu in vivo, nav antiproliferatīvā efekta selektivitātes uz dažādiem šūnu tipiem.
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4. tabula

N-Heterociklu hidroselenītu antiproliferatīvais efekts in vitro un pretvēža efekts in vivo

Nr. (NH+-heterocikls)
HSeO3

- 

IC50, µM Audzēja augšanas 
inhibīcija  
in vivo, % 

HT-
1080 

MG-
22A 

Neuro
2A B16 NIH 

3T3 

37 N N
+ HH

4 5 4 3 45 nt 

38 N H+ 22 33 17 34 nt nt 

39 N H
HON

+ * * nt nt 147 25 

40 N H
HON

NH2

+ 14 17 11 2 25 27 

41 N N
H

+ 18 11 9 2 30 -28

42 N NH + 16 15 3 2 * -48

43 N
H

+ 23 29 37 187 178 -28

44 N
H

Br

+
15 17 5 2 * nt 

45 
N

N

H
+

2 2 2 12 3 39 

46 
N

N
H

H

+ 21 29 28 21 16 51 

47 
N

N
H

SH

H

+ 143 253 nt nt 80 -37

* - pārbaudītajās devās efekta nav;  nt- nav testēts; “ – “ – audzēja augšanas aktivācija.
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2.1.5. Sililakliltioaizvietotie N-heterociklu hidroselenīti 

Sililalkiltioaizvietotie N-heterocikli viegli reaģē ar selēnpaskābi, veidojot attiecīgos 

amonija hidroselenītus. Reakcija ar labiem iznākumiem notiek istabas temperatūrā (67-94%) 

[176]. Eksperimentos in vitro sililalkiltioaizvietotiem N-heterociklu hidroselenītiem noteikta 

ietekme uz dažādu šūnu līniju proliferāciju. Iegūtie rezultāti apkopoti 5. tabulā. Lielākā daļa no 

sililalkiltioaizvietotiem N-heterocikliem parādīja augstu antiproliferatīvo efektu uz 

fibrosarkomas HT-1080, hepatomas MG-22A, melanomas B16 un neiroblastomas Neuro2A 

šūnu līnijām. Lai izpētītu lipofilitātes ietekmi, eksperimentos tika izmantoti savienojumi ar 

divām dažāda garuma sililalkiltio ķēdēm.  

Eksperimentos in vitro tika pārbaudīti N-metilimidazola atvasinājumi. N-Metil-2-[(3-

trimetilsililmetil)tio]-imidazolīnija hidroselenītam (48) piemīt augsts citotoksiskais efekts uz 

fibrosarkomas HT-1080 (IC50=1 µM), bet zemāks - uz melanomas B16 un neiroblastomas 

Neuro2A, attiecīgi IC50 ir 11 un 6 µM, tomēr citotoksiskums uz normālām šūnām arī ir augsts, 

IC50 = 6 µM. Hepatomas MG-22A šūnu proliferācijas supresija (IC50 = 143 µM) ir 119 reizes 

zemāka nekā fibrosarkomas HT-1080 un 23 reizes zemāka nekā normālo šūnu BHK21 

proliferācijas supresija, bet bazālā toksicitāte ir 2 reizes zemāka nekā nātrija selenītam (LD50 = 

260 mg/kg). Trimetilsililpropiltio-atvasinājumam (49) citotoksiskais efekts uz visām audzēju 

šūnām ir līdzīgs, IC50 = 3 ÷ 5 µM. Citotoksiskais efekts uz normālam šūnām pieaug 11 reizes 

(IC50 = 0.56 µM), bet bazālā toksicitāte 4 reizes (LD50 = 60 mg/kg), salīdzinot ar 48 

savienojumu.  

(3-Trimetilsililpropil)tiopirimidīna hidroselenīta (50) antiproliferatīvais efekts uz 

fibrosarkomas HT-1080 un melanomas B16 ir vienāds (IC50 = 3 µM), bet uz hepatomas MG-

22A efekts ir 7 reizes zemāks, savukārt uz neiroblastomas Neuro2A pilnīgi pazūd. Citotoksiskā 

efekta nav arī uz normālām šūnām BHK21, bazālā toksicitāte, salīdzinot ar 49 savienojumu, 

samazinās 2 reizes.  

Darbā tika pārbaudīta savienojumu grupa, kur izmantoti kondensētie heterocikli. 

Izmantojot hinolīnu kā heterocikla bāzi konstatējam ievērojamu toksiskā efekta samazināšanos 

- bazālā toksicitāte 2-[trimetilsililmetil)tio]hinolīnija hidroselenītam (51) ir 972 mg/kg, kas ir 9

reizes mazāk nekā nātrija selenītam, un 2-[trimetilsililpropil)tio]hinolīnija hidroselenītam (52) -

LD50=517 mg/kg. Savienojumu antiproliferatīvais efekts uz audzēju šūnām ir atšķirīgs un šūnu

jutīgums pret savienojumu mainās atkarībā no sililalkiltio ķēdes garuma. Savienojumam (51) ar

sililmetiltio ķēdi audzēju šūnu līnijas, pēc citotoksiskā efekta samazināšanās, var izvietot

sekojošā secībā: HT-1080 > Neuro2A; B16 > MG-22A, bet savienojumam (52) ar sililpropiltio

ķēdi iegūstam sekojošu secību: B16 > HT-1080 > MG-22A > Neuro2A. IC50 abiem

savienojumiem svārstās apmēram vienādās robežās, 51 - no 1 līdz 49 µM, bet 52 - no 3 līdz 42
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µM. Savienojumu 51 un 52 citotoksiskais efekts uz normālām šūnām BHK21 ir līdzīgs audzēju 

šūnām, IC50 attiecīgi ir 6 un 10 µM. Ja salīdzina rezultātus ar hinolīnija selenītu (43), redzams, 

ka sililalkil ķēde molekulā dod augstāku antiproliferatīvo efektu uz audzēju šūnu līnijām, tomēr 

vienlaikus pieaug citotoksiskais efekts uz normālām šūnām. Eksperimentos in vivo šie trīs 

selenīti ar hinolīna bāzi neparādīja ievērojamu efektu.  

5. tabula

Sililtioaizvietoto N-heterociklu hidroselenītu antiproliferatīvais efekts in vitro un pretvēža 
efekts in vivo  

Nr. Formula 
IC50, µM Bazālā 

toksicitāte 
(LD50 

mg/kg) 

Audzēja 
augšanas 
inhibīcija 
in vivo, % 

HT-
1080 

MG-
22A B16 Neuro

2A 
BHK

21 

48 
N

N

CH3

SCH2SiMe3

H+

1 143 11 6 6 260 nt 

49 N

N

CH3

S(CH2)3SiMe3 3 3 4 5 0.56 60 10 

50 
N

N

S(CH2)3SiMe3

3 21 3 * * 134 12 

51 
N SCH2SiMe3

1 49 11 11 6 972 -13

52 
N S(CH2)3SiMe3  

5 9 3 42 10 517 22 

53 
S

N
SCH2SiMe3 9 58 8 3 5 222 nt 

54 
S

N
S(CH2)3SiMe3 5 13 7 27 6 594 21 

55 
N

N N

N

CH2SiMe3

SCH2SiMe3

3 17 8 38 4 312 39 

56 
N

N N

N

S(CH2)3SiMe3

S(CH2)3SiMe3

2 39 8 10 31 421 -3

* - pārbaudītajās devās efekta nav;  nt- nav testēts; “ – “ – audzēja augšanas aktivācija.
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Benztiazolīnija hidroselenītiem in vitro novērojām līdzīgu efektu kā savienojumiem ar 

hinolīna bāzi: antiproliferatīvais efekts uz audzēju šūnām ir atšķirīgs un šūnu jutīgums pret 

savienojumu mainās atkarībā no sililalkiltio ķēdes garuma. Trimetilsililmetiltio atvasinājumam 

(53) pēc citotoksiskā efekta samazināšanās audzēju šūnu līnijas izkārtojas sekojošā secībā:

Neuro2A > B16 > HT-1080 > MG-22A; trimetilsililpropiltio analogam (54) – HT-1080 > B16

> MG-22A > Neuro2A. IC50 svārstās robežās no 5 līdz 58 µM. Citotoksiskais efekts uz

normālām šūnām BHK21 arī ir līdzīgs kā uz audzēju šūnām. Savienojumam ar garāko sililalkil

ķēdi (54) bazāla toksicitāte ir 3 reizes zemāka (LD50 = 594 mg/kg), salīdzinot ar 53

savienojumu. Trimetilsililalkiltiopurīni 55 un 56 inhibē audzēju šūnu augšanu, IC50 ir robežās

no 2 līdz 39 µM. Citotoksiskais efekts uz normālām šūnām BHK21 arī ir audzēju šūnu līmenī.

Bazālā toksicitāte purīna savienojumam 55 ir 312 mg/kg, bet savienojumam 56 - 421 mg/kg.

Apkopojot rezultātus par sililalkiltioaizvietotiem N-heterociklu hidroselenītiem var 

secināt, ka sililalkiltio ķēdes garuma pieaugums ievērojami samazina bazālo toksicitāti, bet 

antiproliferatīvais efekts uz audzēju šūnām paliek augstā līmenī, tomēr nav konstatēta selektīva 

ietekme tikai uz audzēju šūnām. Visiem savienojumiem novērota atšķirīga ietekme uz dažādām 

šūnu līnijām, pie tam selektivitāte mainās atkarībā no heterocikla veida, kas tiek izmantots kā 

bāze, un sililalkiltio ķēdes garuma. 

Pretvēža efektu in vivo parādīja tikai 6-[(trimetilsililmetil)tio]-9-(trimetilsililmetil) 

purīnija hidroselenīts (55) - audzēja augšana tiek inhibēta par 39%. 

2.1.6.  Neorganisko selēna atvasinājumu pretvēža efekts in vivo un toksiskie blakusefekti 

 Savienojumu pretvēža efekts noteikts izmantojot peļu audzēja modeli uz ICR pelēm ar 

pārpotētu peļu sarkomu S-180. Savienojumi tika ievadīti i.p., nākošajā dienā pēc audzēja 

pārpotēšanas. Izmantotas trīs savienojumu ievadīšanas shēmas:  

A - 1., un 3. dienā, devā 10 mg/ kg;  

B - 1., 2., 4., 7., un 8. dienā, devā 10 mg/kg;  

C - 1., 2., 3., 4., 7., 8. un 9. dienā, devā 3 mg/kg.  

Eksperimenta gaitā tika novērtēta audzēja augšanas ātruma inhibīcija (AI%) un dzīves 

ilguma izmaiņas (DZ%), salīdzinot ar kontroles grupas dzīvnieku rādītājiem. Iegūtie dati par 

neorganiskā selēna atvasinājumu pretvēža efektu in vivo un to toksiskajiem blakusefektiem ir 

apkopoti 6. tabulā. Nātrija selenīta aktivitāte pārbaudīta dažādās devās. Ievadot kopējo devu 20 

mg/kg (kas pārsniedz in vitro noteikto LD50=3,5 mg/kg) visiem dzīvniekiem grupā audzēja 

inhibīcija ir 100%, bet pēc eksperimenta beigām visi dzīvnieki iet bojā toksisku blakusefektu 

dēļ. Samazinot kopējo devu līdz 10 mg/kg, audzēja inhibīcija ir 68% un, neskatoties uz to, ka 

visiem dzīvniekiem ir novērojams svara zudums, kas liecina par savienojuma toksisko efektu, 
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tikai 20% dzīvnieku iet bojā, bet pārējiem dzīves ilgums palielinās par 104%. Samazinot 

kopējo devu līdz 2 mg/kg, audzēja inhibīcija ir 53% un dzīves ilgums palielinās tikai par 55%, 

tomēr toksiskie blakusefekti ir tādi paši, kā ar devu 10 mg/kg. Šie rezultāti vēlreiz parāda 

galveno problēmu, kas saistīta ar selēna savienojumu izmantošanu terapijā un profilaksē, 

selēnam ir diezgan šaurs diapazons starp selēna terapeitisko un toksisko devu.  

6. tabula

Neorganisko selēna atvasinājumu pretvēža efekts in vivo un 
toksisko blakusefektu salīdzinājums 

Nr. Ievadīšanas 
shēma 

Kopējā 
ievadītā 

deva, 
mg/kg 

AI% DZ% 

Toksiskie 
blakusefekti 

a b 

Na2SeO3 A 

2 53 55 ++ + 

10 68 104 ++ + 

20 100 16 +++ +++ 

7 B 50 81 nt + + 

13 C 30 43 nt - - 

19 C 30 33 nt +++ ++ 

23 A 20 51 213 + -

26 A 20 100 149 +++ ++

27 A 20 100 288 +++ +

28 A 20 87 80 +++ -

29 A 20 88 134 ++ -

30 A 20 83 16 +++ ++

31 A 20 100 20 +++ +

32 A 20 100 265 +++ -

35 A 20 100 94 +++ ++

40 C 21 27 nt - - 

45 B 50 39 nt +++ + 

46 C 21 51 nt - - 

53 C 12 39 nt - - 
nt - nav testēts; 
a - dzīvniekiem novērots svara zudums: + - vāji izteikts; ++ - izteikts tikai daļai dzīvnieku grupā; 
+++ - stipri izteikts visiem dzīvniekiem grupā. 
b – dzīvnieku skaits, kas iet bojā toksisko efektu dēļ: + - 20% dzīvnieku iet bojā; 
++  -  40-60% dzīvnieku iet bojā; +++ - 80-100% dzīvnieku iet bojā. 
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 Izvērtējot toksisko efektu izpausmes dažādiem hidroselenītiem eksperimentos in vivo, 

konstatēts, kā tikai diviem savienojumiem: serīna hidroselenītam (13) un benzimidazola 

hidroselenītam (46) nav konstatēti toksiski blakusefekti, bet pretvēža efekts attiecīgi ir 43% un 

51% (kopējā ievadītā deva ir 30 un 21 mg/kg, kas ir salīdzināms ar nātrija selenīta daudzumu 

attiecīgi 22,2 un 14,7 mg/kg). Vēl diviem savienojumiem toksiskie blakusefekti ir daudz 

zemāki nekā nātrija selenītam un neviens no dzīvniekiem neiet bojā toksisko efektu dēļ. 

Ievadot fenibuta hidroselenītu (23), tikai nelielai daļai dzīvnieku novērojām vāji izteiktu svara 

zudumu, bet audzēja inhibīcija sasniedz 51% un dzīves ilgums pieaug par 213%.  

(3-Karboksipropil)diizopropilmetilamonija hidroselenītam (29) toksiskie efekti ir 

izteikti tikai dažiem dzīvniekiem, turklāt audzēja inhibīcija sasniedz 88% un dzīves ilgums 

pieaug par 134%. Vēl var atzīmēt 4-(3-karboksipropil)-4-metilmorfolīnija hidroselenītu (32). 

Šajā gadījumā, neskatoties uz to, ka visiem dzīvniekiem ir stipri izteikts toksisks blakusefekts 

(svara zudums), eksperimenta laikā neviens no dzīvniekiem neiet bojā toksisko efektu dēļ un ir 

novērota 100% audzēja inhibīcija, kā arī dzīves ilguma pieaugums par 265%. 

Diviem savienojumiem tika noteikta LD50 in vivo izmantojot “up-and-down” metodi 

[177]. Savienojumam (3-karboksipropil)-trimetil-amonija hidroselenītam (27) LD50=33 mg/kg 

(bazālā toksicitāte in vitro 82 mg/kg) un meldonija hidroselenītam (26) LD50=102 mg/kg 

(bazālā toksicitāte in vitro 138 mg/kg). Pēc literatūras datiem Na2SeO3 in vivo LD50=3,5 

mg/kg, selenocisteīnam - LD50=35,8 mg/kg un selenometionīnam - LD50=4,3 mg/kg [178-180]. 

Tas parāda, ka izmantojot kombināciju ar organisko bāzi var samazināt selenīta toksisko efektu 

līdz 29 reizēm. 

2.1.7. Neorganisko selēna atvasinājumu ietekme uz glutationa peroksidāzes un 

katalāzes aktivitāti 

Skābekļa aktīvās formas (SAF), tādas kā superoksīds un ūdeņraža peroksīds, tiek 

ģenerētas šūnas mitohondrijos normālā oksidatīvās elpošanas procesā, kā arī oksidēšanās-

reducēšanās fermentu darbības rezultātā. Superoksīdam ir īss pussabrukšanas periods, bet 

kombinācijā ar slāpekļa oksīdu, tas var veidot ļoti aktīvu peroksinitrītu, kas spontāni vai 

fermentatīvi var transformēties par ūdeņraža peroksīdu un molekulāro skābekli [181]. 

Ūdeņraža peroksīdam ir garāks pussabrukšanas periods nekā superoksīdam un tas var 

pārvietoties caur membrānām tiešās difūzijas ceļā vai caur transporta kanāliem [182]. 

Paaugstināts ūdeņraža peroksīda līmenis var novest pie tiolu oksidēšanas un izraisīt oksidatīvo 

stresu. Ūdeņraža peroksīda līmeņa regulācija pasargā šūnu no ļoti aktīvā un postoša 

hidroksilradikāļa (OH∙), kurš veidojas ūdeņraža peroksīda reakcijā ar Fe2+ (Fentona reakcija). 

Standarta apstākļos Fentona reakciju limitē neliels brīvo pārejas metālu daudzums šūnā, bet tas 
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var pieaugt oksidatīvā stresa apstākļos, kad paaugstinās iekššūnu ūdeņraža peroksīda līmenis 

un atbrīvojas Fe (II) katjons no iekššūnu depo [183]. No otras puses neliels ūdeņraža peroksīda 

daudzums šūnai ir nepieciešams, lai nodrošinātu svarīgas tiolsaturošo proteīnu modifikācijas, 

starp- un iekšmolekulāro disulfīdu veidošanos. Ūdeņraža peroksīdam ir arī sekundāra signāla 

pārnesēja loma iekššūnu signālu transdukcijā, modulējot oksidēšanas pakāpi redoks–

atkarīgajam cisteīnam, lai veicinātu kināzes funkciju [184]. Glutationa peroksidāze (Gpx), 

katalāze un peroksiredoksīns ir galvenie fermenti ūdeņraža peroksīdu utilizācijai šūnā.  

Nātrija selenīts ir atzīts kā potenciāls antioksidants. Tā kā selēns atrodas glutationa 

peroksidāzes aktīvajā centrā, pētījumos ir parādīts, ka pievienojot selēnu uzturā, neorganiskā 

vai organiskā formā, tiek novērots Gpx un katalāzes aktivitātes pieaugums asinīs, aknās, 

spermā un citos audos. Pieaug arī fermenta ekspresijas līmenis un Gpx mRNA līmenis. Šis 

efekts tika atklāts zīdītāju (tai skaitā cilvēka) [185, 186], kā arī zivju [187] un putnu [188] 

organismos. Analoģisku efektu novēroja uz primārajiem hepatocītiem [189] un taisnās zarnas 

CaCo audzēju šūnām [190]. Nātrija selenīts aktivē arī attīrītu Gpx fermentu [191].  

7. tabula

Amonija un metilamonija selenītu un telurītu ietekme uz glutationa peroksidāzes 
aktivitāti  

Nr. 

Inhibīcija, % 

LGpx EGpx PGpx 

1x10-4M 1x10-7M 1x10-4M 1x10-7M 1x10-4M 1x10-7M 

2 73±5 56±12 66±11 52±15 74±10 17±7 

3 86±1 2±2 50±6 38±10 66±7 11±2 

4 61±5 16±1 43±6 29±8 68±16 2±2 

7 50±5 97±21 46±6 55±16 40±14 -28±6

8 25±3 53±3 49±11 40±11 10±5 0±3

9 39±10 23±5 27±7 34±12 18±3 0±2

“ – “ – fermenta aktivācija. 
PGpx – glutationa peroksidāze no peļu aknām, LGpx – no peļu asinīm un EGpx - komerciāls ferments 
no liellopu aknām 

 Lai noskaidrotu savienojumu spēju ietekmēt antioksidatīvo fermentu darbību, tika 

pārbaudīta to ietekme uz katalāzes (izdalīta no vērša aknām) aktivitāti un uz glutationa 

peroksidāzi, kas izdalīta no dažādiem avotiem: PGpx – no peļu aknām, LGpx –no peļu asinīm 

un EGpx - komerciāls ferments no liellopu aknām.  
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Iegūtie rezultāti par amonija selenītu (2-4) un telurītu (7-9) ietekmi uz glutationa 

peroksidāzi apkopoti 7. tabulā. Amonija, metil- un dimetilamonija selenītiem ir vienāds efekts 

uz visiem trim Gpx variantiem. Savienojumi inhibē fermenta aktivitāti par 43-86%, savukārt, 

telurīti inhibē tikai Gpx no peļu un liellopu aknām. Literatūrā ir parādīta telūra spēja inhibēt 

Gpx hepatocītos. Telūrs spēj saistīties ar selenproteīniem un inhibēt to katalītisko aktivitāti 

[192, 193], turklāt savienojumu inhibīcijas spēja zemākā koncentrācijā ir augstāka. Efekts 

samazinās savienojumu rindā: amonija telurīts (8) > metilamonija telurīts (9) > dimetilamonija 

telurīts (10). Telurīti neietekmē vai vāji ietekmē eritrocītu Gpx, šo fermentu par 40% inhibē 

tikai amonija telurīts.   

8. tabula

Neorganisko selēna atvasinājumu ietekme uz glutationa peroksidāzes un 
katalāzes aktivitāti 

Nr. Katalāzes 
inhibīcija, % 

EGpx 
inhibīcija, % Nr. Katalāzes 

inhibīcija, % 
EGpx 

inhibīcija, % 

2 nt 66±11 20 5±4 nt 

3 -9±2 50±6 21 7±5 nt 

4 -14±5 42±6 22 -11±2 46±6 

5 17±4 nt 23 11±2* nt 

7 -2±1 46±6 37 10±8 nt 

8 11±2* 49±11 39 17±3 26±2 

9 9±2* 27±7 40 15±3 50±5 

10 11±1 nt 41 23±2 nt 

11 17±7 nt 42 16±1 nt 

12 99±1 62±3 43 15±4 nt 

13 100±3 26±8 44 5±2 nt 

14 16±3 nt 45 20±1 52±10 

15 94±5 nt 46 5±3 nt 

16 14±3 nt 47 12±7 36±2 

17 12±7 21±1 50 -9±6 nt 

18 8±5 nt 51 16±2* nt 

19 99±1 nt 
Savienojumi pārbaudīti koncentrācija 0.1 mM. EGpx – glutationa peroksidāze no liellopu eritrocītiem. 
*- savienojumi pārbaudīti devā 0,01 mM, lielākās koncentrācijās savienojumi izkrīt nogulsnēs.  
nt- nav testēts; “ – “ – fermenta aktivācija. 

Analizējot rezultātus par savienojumu ietekmi uz katalāzes aktivitāti 8. tabulā, var 

secināt, ka no visiem pārbaudītiem aminoskābju hidroselenītiem katalāzes aktivitāti par 100% 

inhibē tikai β-alanīna (12), serīna (13) un glutamskābes (15) hidroselenīti, kā arī glicilglicīna 

hidroselenīts (19). Neviens no pārbaudītajiem heterocikliskiem hidroselenītiem (37-51) 



51 

katalāzes aktivitāti neietekmē. β-Alanīna (12) un serīna (13) hidroselenīti inhibē arī Gpx 

aktivitāti attiecīgi par 62% un 26%. Diglicilglicīna hidroselenīts (22) inhibē Gpx tikai par 46%. 

No heterocikliskiem hidroselenītiem, Gpx inhibē līdz 50% tikai 4-amidoksimopiridinija 

selenīts (40).   

 Aktīva Gpx un katalāzes inhibīcija šūnās var izsaukt oksidatīvo stresu, kas spēj inducēt 

apoptozi audzēja šūnās. Tas varētu būt viens no iespējamiem šo savienojumu antiproliferatīvā 

efekta darbības mehānismiem.  

2.1.8.  Optimālie neorganiska selēna atvasinājumi audzēja augšanas supresijai 

Apkopojot visus eksperimentos iegūtos rezultātus par neorganiskā selēna 

atvasinājumiem, 2.1. attēlā ir parādītas optimālās organiskās bāzes iespējamo pretvēža 

savienojumu dizainam. Izmantojot šos atvasinājumus, izdevās saglabāt vai pat uzlabot 

savienojumu pretvēža efektu in vivo, kā arī pilnībā vai daļēji novērst toksiskos blakusefektus 

salīdzinot ar nātrija selenītu. 

              13      29 23 
2.1.att. Optimālas organoamonija hidroselenītu struktūras 

2.2. Organisko selēna atvasinājumu struktūras-aktivitātes analīze 

Salīdzinot ar neorganiskajiem selēna savienojumiem, organiskie selēna savienojumi ir 

perspektīvāki bioloģiski aktīvu vielu radīšanai, to vieglākas biopieejamības un zemāka 

toksiskuma dēļ. Tādēļ pēdējos gados ir veikti plaši bioorganiskie pētījumi par dažāda tipa 

selēnu saturošiem organiskiem savienojumiem. To daudzveidīgās bioloģiskās īpašības un spēja 

iesaistīties dažādos bioloģiskajos procesos ļauj ievērojami plašāk izvērst perspektīvu pētījumu 

lauku. Zinātniskajā literatūrā ir aprakstīts liels skaits heterociklisko selēnu saturošo 

savienojumu - izoselēnazoli, selēnsulfīdi, selēndiazoli un selēntriazoli [194]. Vairāku 

heterociklisko selēnu saturošo savienojumu klašu izpētei pievērsāmies arī šajā darbā.  

2.2.1. Selēndiazolu antiproliferatīvās īpašības 

Savienojumi ar selēndiazola ciklu ir piesaistījuši plašu pētnieku uzmanību, jo 

metabolisma procesa rezultātā bioloģiskajās sistēmās tie spēj darboties kā selēna donori. 

Pēdējos gados ir plaši aprakstīti pētījumi par selēndiazolu atvasinājumiem, kā rezultātā tiem ir 
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konstatēts plašs bioloģisko aktivitāšu spektrs, piemēram, 4-aril-4H-hromeno[4,3-d]-1,2,3-

selēndizola atvasinājumiem ir izteikta citotoksiska aktivitāte uz cilvēka leikēmijas KB, 

adenokarcinomas A549, hepatomas SMC-7721 un kuņģa vēža SGC-7901 šūnu līnijām [195]. 

Jaunai savienojumu klasei - 5,7-diaril-4,4-dimetil-4,5,6,7-tetrahidropiridīn[3,4-d]-1,2,3-

selēndiazoliem ir konstatēta pretmikrobu un pretsēnīšu aktivitāte [196]. Savukārt, 1,2,5-

selēnadiazoli spēj inhibēt tioredoksīna reduktāzi, tādējādi izmainot audzēju šūnu jutību pret 

jonizējošā starojuma iedarbību [197]. Pierādīts, ka 6-fenil-7(6H)-izoselenazolo[4,3-

d]pirimidons inhibē peļu leikēmijas P388 attīstību in vivo [198]. Augsts inhibīcijas efekts uz

leikēmijas L1210 šūnām ir atrasts 2-amino 4-aizvietoto selēnazola savienojumu klasē [199].

 Šajā darbā tika pārbaudīta vairāku 4-metil-1,2,3-selēndiazol-5-karbonskābes amīdu 

atvasinājumu spēja nomākt ļaundabīgu audzēju šūnu augšanu [200]. Eksperimentos iegūtie in 

vitro un in vivo rezultāti apkopoti 9. tabulā. 

Kopumā savienojumi in vitro uz audzēju šūnu līnijām HT-1080 un MG-22A parādīja 

zemu antiproliferatīvo efektu. 4-Metil-1,2,3-selēndiazol-5-karbonskābes dimetilamīdam (57) 

un di(izopropil)amīda analogam 58 nekonstatēts citotoksiskais efekts uz fibrosarkomas HT-

1080, bet hepatomas MG-22A šūnas ir jutīgākas pret šiem amīdiem – iegūtie IC50 rādītāji ir 

attiecīgi 160 µM un 113 µM. Arī 4-metil-1,2,3-selēnadiazol-5-karbonskābes (R)-(1-feniletil) 

amīdam 59 piemīt selektīvs citotoksiskais efekts uz dažādām šūnu līnijām - uz fibrosarkomas 

HT-1080 tas ir 3,4 reizes zemāks nekā uz MG-22A, savukārt, tā (S)-enantiomēram 60 

selektivitāte zūd un iegūtais citotoksiskais efekts uz abām šūnu līnijām ir vienāds (IC50=111 un 

114 µM). Antiproliferatīvais efekts nedaudz uzlabojas ciklisko amīdu 61-63 rindā, pirolidīna 

atvasinājumam 61 ir vidējā citotoksicitāte: uz HT-1080 IC50 ir 78 µM un uz MG-22A - 135 

µM, bet piperidila atvasinājumam 62 uz HT-1080 šūnām tā pazeminās līdz 120 µM un 

praktiski pazūd aizstājot piperidilgrupu ar morfolīnu savienojumā 63. Uz hepatomas amīdam 

63 citotoksiskā aktivitāte saglabājas, IC50=131 µM. Jāatzīmē, ka uz hepatomas MG-22A ar 

visiem atvasinājumiem iegūts apmēram vienāds antiproliferatīvais efekts (IC50 ir 105 - 160 

µM). Kopumā selēndiazoliem 57-63 piemīt vidēja vai zema antiproliferatīva aktivitāte in vitro. 

Visiem šīs sērijas selēndiazoliem ir zema arī bazālā toksicitāte, LD50=800÷1442 mg/kg.  

Neskatoties uz līdzīgiem citotoksicitātes rādītājiem in vitro, in vivo testos tika iegūti 

atšķirīgi rezultāti. 4-Metil-1,2,3-selēndiazol-5-karbonskābes amīdu atvasinājumiem 57–63 

pretvēža efekts in vivo noteikts uz peļu sarkomas S-180. Divas dienas ievadot savienojumu 57 

devā 2 mg/kg, iegūta sarkomas augšanas inhibīcija par 58% (eksp. 11. dienā). Diemžēl 

savienojumam ir negatīvi blakusefekti – elpošanas traucējumi dzīvniekiem vienlaikus ar svara 

zudumu par 17%. Izmantojot savienojumu, kurā metilgrupas nomainītas pret izopropilgrupām, 

iegūti sliktāki rezultāti - amīds 58 stimulē audzēja augšanu par 32%. Diviem optiskiem 
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izomēriem (59 – (R)-izomērs; 60 – (S)-izomērs) konstatēts pretējs efekts in vivo. (R)-izomērs 

spēj nedaudz inhibēt sarkomas augšanu (par 20%), bet (S)-izomērs stimulē tās augšanu (23%). 

 9.tabula

Selēndiazolu antiproliferatīvais efekts in vitro un pretvēža efekts in vivo 

Nr. 

IC50, µM Bazālā 
toksicitāte 

(LD50 
mg/kg) 

Audzēja 
augšanas 
inhibīcija  
in vivo, % 

Toksiskais 
efekts, 
svara 

zudums, % 
HT-1080 MG-22A 

57 Me2N * 160 1134 58 17 

58 (i-Pr)2N * 113 1755 -32 0 

59 N
H

Me

Ph
454 132 1029 20 3 

60 N
H

Me

Ph
111 114 1442 -23 0 

61 N 78 135 977 85 23 

62 N 120 105 800 71 8 

63 O N * 131 1145 0 8 

* - nav citotoksiskā efekta; “ – “ – audzēja augšanas aktivācija.

Eksperimentos in vivo ar cikliskiem amīdiem 61-63 elpošanas traucējumi pelēm netika 

konstatēti, bet novērojām svara zudumu par 8-23%. Pirolidīna amīds 61 izsauc audzēja 

augšanas ātruma inhibīciju par 85%, taču uzrāda arī lielāko toksisko efektu starp cikliskajiem 

atvasinājumiem (svara zudums 23%). Piperidīna analogs 62 inhibē sarkomas S-180 audzēja 

augšanu par 71% un tam ir tikai neliels toksiskais blakusefekts (svara zudums 8%). 

Morfolilatvasinājums 63 neietekmē sarkomas S-180 augšanu un izraisa dzīvniekiem svara 

zudumus par 8%. Balstoties uz eksperimentos iegūtajiem datiem var secināt, ka amīda 

fragmenta modifikācijas stipri ietekmē selēndiazolu pretvēža īpašības, pat minimālas izmaiņas 

struktūrā spēj uzlabot sarkomas S-180 augšanas supresiju, vai pretēji - aktivēt audzēja augšanu. 
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2.2.2. Kondensētu selēnazolīnija sāļu antiproliferatīva aktivitāte 

Ir sintezēta jauna kondensēto heterociklu klase – selēnazolīnija sāļi – savienojumi ar 

Se–N+ kovalento saiti. Pēc ķīmiskās uzbūves šie heterocikliskie savienojumi atgādina Ebselēna 

struktūru. Galvenais Ebselēna izmantošanas limitējošais faktors ir tā sliktā šķīdība 

fizioloģiskajā vidē. Selēnazolīnija sāļu gadījumā šis faktors ir pilnībā novērsts. Noskaidrots, ka 

saite Se–N+ ir stabila vidē līdz pH<8.0. Šo jauno selēnu saturošo heterociklisko savienojumu 

spēja kavēt vēža šūnu augšanu tika pētīta in vitro izmantojot cilvēka fibrosarkomas HT-1080, 

peļu hepatomas MG-22A un cilvēka krūts adenokarcinomas MCF-7 šūnas, noteikta 

savienojumu bazāla toksicitāte in vitro un aprēķināta savienojumu paredzamā akūtā toksicitāte 

(LD50). Par savienojumu 64-70 citotoksiskumu iegūtie rezultāti apkopoti 10. tabulā.  

10.tabula

Kondensētu selēnazolīnija sāļu antiproliferatīvais efekts uz šūnu līnijām in vitro 

Nr. Formula 
IC50, µM Bazālā 

toksicitāte 
(LD50 

mg/kg) HT-1080 MG-22A MCF-7 

1 Na2SeO3 1.7 64 17 105 

64 
N

+
Se

Br
OH 2.8 2.8 3.1 142 

65 N
+
Se

Br
OH

0.07 0.05 0.50 99 

66 N
+
Se

Br
OH

0.11 0.23 1.5 98 

67 N
+
Se

Br
OH

0.12 0.34 0.29 70 

68 N
+
Se

Br
OH

Ph
Ph

0.40 0.22 0.39 144 

69 Se

Br

N
+

S OH
2.5 5.0 3.2 80 

70 
Se

Br

N
+

N OH
2.5 1.2 1.5 120 
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Visas eksperimentos izmantotās vēža šūnu līnijas ir jutīgas pret metilhidroksietil-

aizvietoto selenazolopiridīnija hlorīdu 64, iegūtais IC50 ir no 2.8 līdz 3.1 µM, bet bazālās 

toksicitātes līmenis ir 142 mg/kg. Divu metilgrupu nomaiņa pret cikloheksil aizvietotāju krasi 

uzlabo savienojuma 65 antiproliferatīvās īpašības - citotoksiskais efekts uz hepatomas MG-

22A šūnām ir 0.05 µM. Salīdzinot ar nātrija selenītu (1), savienojums 65 ir 1270 reizes 

efektīvāks uz MG-22A šūnām, 24 reizes - uz HT-1080 šūnām un 34 reizes - uz krūts 

adenokarcinomas MCF-7 šūnām, tomēr bazālā toksicitāte abām vielām ir vienlīdz augsta (LD50 

ir 105 un 99 mg/kg). Savukārt metilgrupas ievadīšana piridīna gredzenā pat četrkārt pazemina 

selēnazolīnija 66 citotoksicitāti, salīdzinot ar savienojumu 65, bet bazālās toksicitātes līmenis 

paliek nemainīgs (LD50=98 mg/kg). Cikloalkilgrupas palielināšana līdz cikloheptil neietekmē 

selenazolopiridīnija 67 citotoksicitātes efektu uz vēža šūnām, bet paaugstina tā bazālo 

toksicitāti. Fenilgrupas ieviešana struktūras spirta fragmentā, kura tika realizēta savienojumā 

68, pazemina bazālo toksicitāti līdz 144 mg/kg, vienlaicīgi neietekmējot tā augsto 

antiproliferatīvā efekta līmeni (IC50=0.22÷0.40 µM). Iespējams, tas ir saistīts ar vielas 

stabilitātes palielināšanos in vitro citotoksicitātes noteikšanas testa apstākļos. Analizējot 10. 

tabulas datus, redzams, ka piridīna gredzena maiņa pret tiazolu un N-metilimidazolu noved pie 

savienojumu antiproliferatīvās aktivitātes pazemināšanās - savienojumu 69 un 70 citotoksiskais 

efekts uz vēžu šūnu līnijām svārstās no 1.8 līdz 5.0 µM. Selenazoloimidazolīnija 70 bazālā 

toksicitāte ir 1.5 reizes zemāka nekā selenazolotiazolīnija analogam 69.  

Kopumā šo jauno selēnu saturošo heterociklisko savienojumu klasi var vērtēt kā ļoti 

citotoksisku pret vēža šūnām eksperimentos in vitro. Savienojumu 64-70 augstā citotoksiska 

aktivitāte un izcilā šķīdība, turpinot iesāktos pētījumus, ļauj cerēt uz jaunu perspektīvu pretvēža 

preparātu radīšanu nākotnē.        

2.2.3. Benzselenofēnu citotoksicitāte in vitro 

 Aizvietoto benzselenofēnu klases savienojumu pamatstruktūras ir atspoguļotas 2.2. 

attēlā. Savienojumiem pārbaudīta citotoksiskā aktivitāte uz cilvēka fibrosarkomas HT-1080, 

peļu hepatomas MG-22A [201], kā arī noteikta šo savienojumu bazālā toksicitāte in vitro uz 

peļu fibroblastu NIH 3T3 šūnu līnijas un aprēķināta savienojumu paredzamā akūtā toksicitāte 

(LD50). Pēc eksperimentāli iegūtajiem datiem šī tipa savienojumus (a)-(g) var raksturot ar 

vidēji vai vāji izteiktu spēju kavēt audzēja šūnu augšanu in vitro. Bazālā toksicitāte gandrīz 

visiem benz[b]selenofēniem svārstās no 400 līdz 2300 mg/kg. Izņēmums ir polikondensētie 

benz[b]selenofēnu (f) atvasinājumi. Šo savienojumu rindā bija atvasinājumi, kuru IC50 uz vēža 

šūnu līnijām ir 5.0 µM, kā arī novērots, ka šie savienojumi maina HT-1080 šūnu morfoloģiju. 
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Diemžēl, sliktas šķīdības dēļ šī tipa savienojumi nav perspektīvi pretvēža aģenta kandidāta 

meklējumos. 

Se

Ar(HetAr)
O

OEt Se

O

OEt

R

Se

N
O

OEt

H
Ar(HetAr)

Se

S
O

OEt

Ar(HetAr)

Se

O

OR

CN

Se

N H

Ar(HetAr)

O

Se

N

O

N

(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (g)
2.2. attēls. Benzselenofēnu pamatstruktūras 

(a) 3-Aril(hetaril)benz[b]selenofēni, (b) 3-etinilbenz[b]selenofēni, (c) 3-aril(hetaril)aminobenz[b]

selenofēni, (d) 3-aril(hetaril)tiobenz[b]selenofēni,  (e) 3-ciānobenz[b]selenofēni, (f) polikondensētie

benz[b]selenofēni, (g) 3-aril(hetaril)karboksamīdobenz[b]selenofēni.

2.2.4. Selenofēnkumarīnu un selenofēnhinolonu antiproliferatīvais efekts 

Sākotnēji pētot hinolonu atvasinājumus, tiem tika konstatētas antibakteriālās un 

pretmalārijas īpašības [202, 203]. Mūsdienās hinolona klases antibiotikas: ciprofloksacīns, 

norfloksacīns, pefloksacīns, lomefloksacīns un ofloksacīns, tiek veiksmīgi izmantotas 

bakteriālo infekciju ārstēšanai un profilaksei [204]. Ir konstatēts, ka N-metilfuro[3,2-c]hinolona 

atvasinājumiem piemīt citotoksiskais efekts pret dažiem audzēju veidiem, it īpaši melanomas 

un zarnu vēža šūnām [205]. Organiskās Sintēzes institūtā tika sintezēta heterociklisko 

savienojumu rinda – selenofēnkumarīnu un selenofēnhinolonu atvasinājumi [206, 207]. 

Selenofēnkumarīnu un selenofēnhinolonu atvasinājumu citotoksisko īpašību pārbaudēm in 

vitro izmantotas 10 šūnu līnijas: fibrosarkomas HT-1080, melanomas MDA-MB-435s, 

adenokarcinomas MCF-7, sarkomas MES-SA, karcinomas A549, neiroblastomas SHSY5Y, 

sarkomas CCL8, hepatomas MG-22A, hepatocītu karcinomas HepG2 un normālo fibroblastu 

NIH 3T3 šūnas. Selenofēnhinolonu atvasinājumu pārbaužu rezultāti apkopoti 11. tabulā. 

Salīdzinot 3-brom-5-metil-2-(piperidilmetil)selenofēn[3,2-c]hinolonu (71) ar tā [2,3-c]-

reģioizomēru 72 novērots, ka savienojumam 71 piemīt izteiktāks citotoksiskais efekts, īpaši 

pret sarkomas MES-SA šūnām (IC50=6 µM). Nomainot piperidil aizvietotāju ar morfolīnu, 

savienojuma 74 citotoksiskais efekts samazinās, tomēr [3,2-c]-reģioizomēram 73 arī novērota 

citotoksiskā efekta selektivitāte tikai uz peļu un cilvēka hepatomas šūnām (IC50=5 µM). 

Selenofēnhinoloniem piemīt zema bazālā toksicitāte, savienojumiem ar piperidil aizvietotāju 

LD50=522 mg/kg, bet morfolīnmetil analogiem - LD50 = 906÷2000 mg/kg.  
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Kumarīni veido svarīgu savienojumu klasi ar plašu bioloģisko īpašību spektru. 

Literatūrā aprakstītas kumarīnu pretvēža, pret-HIV, antikoagulantu, spazmolītiskās un 

antibakteriālās īpašības [208-210]. Dažādiem kumarīnu atvasinājumiem piemīt arī citotoksiskā 

aktivitāte in vitro un in vivo [211, 212]. Šobrīd jau ir izstrādāti ārstnieciski preparāti ar plašu 

iedarbības spektru (piem., Psoralen, Angelicin, Xanthotoxin, Bergapten, Nodakenetin). 

Preparāts Osthole efektīvi inhibē krūts audzēja šūnu invāziju, migrāciju un MMP aktivitāti 

[213].  

Eksperimentu rezultāti par selenofēn[2,3-c]- un [3,2-c]kumarīnu antiproliferatīvo efektu 

apkopoti 12. tabulā. Piecas audzēju šūnu līnijas un normālas šūnas NIH 3T3 neuzrādīja 

jutīgumu pret 3-bromo-2-(1-hidroksi-1-metiletilselenofēn[3,2-c]hromen-4-onu (75), tomēr uz 

četrām audzēju līnijām citotoksiskais efekts tika novērots, tās ir: neiroblastoma SHSY5Y 

(LD50=42 µM), plaušu karcinoma A549 (LD50=92 µM), hepatoma HepG2 (LD50=69 µM) un 

peļu sarkoma CCL6 (LD50=47 µM). Zems citotoksiskais efekts uz pārbaudītajām šūnu līnijām 

novērots [2,3-c] analogam 79, izņemot cilvēku fibrosarkomas HT-1080, peļu sarkomas CCL8 

un peļu hepatomas MG-22A šūnas (IC50=32÷36 µM). Piperidilmetil aizvietotam [3,2-c] 

reģioizomēram 76 ir augsts citotoksiskais efekts, līdzīgi kā savienojumam 75, uz sarkomas HT-

1080 un CCL8 šūnām (IC50=34÷36 µM) un uz hepatomas MG-22A (IC50=32 µM). [2,3-c] 

reģioizomērs (80) uzrāda augstu antiproliferatīvo efektu uz visām audzēju šūnu līnijām 

(IC50=11÷39 µM), zemākais efekts ir uz normālām šūnām NIH 3T3 (IC50=43 µM). 

Savienojumi ar morfolīna aizvietotāju (77 un 81) parādīja izteiktu citotoksiskā efekta 

selektivitāti uz dažām šūnu līnijām: abiem savienojumiem vidēji augsts efekts pret MDA-MB-

435s (IC50=48÷61 µM) un MCF-7 (IC50=51÷71 µM). [2,3-c] reģioizomēram 81 augsts pret 

A549, SHSY5Y un CCL8 šūnām (IC50=11÷14 µM) un zemāks [2,3-c] reģioizomēra 77 

gadijumā uz šīm pašām šūnām (IC50=43÷59 µM). Uz pērējām šūnu līnijām citotoksiskais 

efekts ir ļoti zems. Abi savienojumi (77, 81) nav citotoksiski uz normālās šūnu līnijas NIH 3T3 

un to bazālā toksicitāte ir zema (LD50=1476÷2000 mg/kg). Daudzsološus rezultātus parādīja 

aminometilselenofēnkumarīni 78 un 82. Abiem reģioizomēriem ir augsts citotoksiskais efekts 

uz visām testētajām audzēju šūnu līnijām (IC50 =5÷48 µM). Augstāko efektu novērojām [2,3-c] 

reģioizomēram 82 uz sarkomas MES-SA (IC50=5 µM). Savienojumu 2-morfol-4-ilmetil-3-

(piridilamino)selenofēn[3,2-c]hromen-4-onu (83-85) rindā konstatēts, ka 2-piridilamino 

atvasinājumam 83 uz vairumu audzēju šūnu nav citotoksiskā efekta vai tas ir zems. Toties 3- 

un 4-piridilaminokumarīniem 84 un 85 ir augsts citotoksiskais efekts uz visām, tai skaitā uz 

normālām, šūnām (IC50=9÷49 µM). Bazālā toksicitāte visiem savienojumiem ir zema 

(LD50=484÷2000 mg/kg). 
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Apkopojot iegūtos rezultātus, var secināt, ka selenofēnkumarīniem 75-85 ir izteikta 

selektīva iedarbība uz dažām audzēju šūnu līnijām un pārsvarā šie savienojumi nav 

citotoksiski uz normālām šūnām NIH 3T3. Augstāku antiproliferatīvo efektu parāda 

metilpirazolil aizvietotie savienojumi (78, 82) un 3- un 4-piridilaminokumarīni (84, 85). 

Bazālā toksicitāte selenofēnkumarīniem 75-85 (LD50=334÷2000 mg/kg) vairumā gadījumu ir 

par kārtu zemāka, nekā nātrija selenītam (1) (LD50=105 mg/kg). 

2.2.5. Selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu antiproliferatīvā efekta darbības 

mehānismi 

Eksperimentos in vitro un in vivo par 85 selēnu saturošo savienojumu antiproliferatīvo 

efektu iegūtās struktūras – aktivitātes sakarības dod iespēju atlasīt bioloģiski aktīvākos 

savienojumus to darbības mehānismu turpmākajiem pētījumiem. Izvēlētajiem 

selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu atvasinājumiem ir augsta antiproliferatīvā aktivitāte 

uz pārbaudītajām audzēju šūnu līnijām un zems toksiskais efekts. Lai noskaidrotu iespējamos 

antiproliferatīvās darbības mehānismus tika veikti sekojoši pētījumi: 

a) noteikta savienojumu spēja inducēt apoptozi šūnās un ietekmēt ar apoptozes procesu

saistītos faktorus;

b) noteikta savienojumu spēja neitralizēt brīvos radikāļus, ietekmēt šūnu fermentatīvās

antioksidatīvās sistēmas darbību un skābekļa aktīvās formas (SAF) līmeni šūnās;

c) pārbaudīta savienojumu spēja regulēt matriksa metaloproteīnāžu (MMP) aktivitāti un

angioģenēzi.

2.2.5.1. Apoptozes indukcija MCF-7 audzēju šūnās 

 Dzīvajos organismos šūnu apoptoze ir ieprogrammēta organisma šūnu bojāejas forma, 

kuras gaitā šūna sadalās ar membrānu pārklātos fragmentos, kurus tālāk spēj fagocitēt 

makrofāgi vai savām vajadzībām izmantot citas šūnas. Viena no galvenajām apoptozes 

funkcijām ir dzīvotnespējīgo (mutējošo, inficēto) šūnu likvidēšana, neizraisot iekaisumu. 

Audzēja šūnu spēja izvairīties no apoptozes un turpināt nekontrolēti dalīties, ir viena no 

galvenajām ļaundabīga audzēja šūnu pazīmēm un tāpēc savienojumu spēja inducēt audzēju 

šūnās apoptozi ir svarīgs pretvēža terapijas mērķis [214]. Cits šūnu bojāejas process – nekroze 

– notiek traumējot šūnas (mehāniski, ķīmiski) vai arī infekcijas gadījumā. Šūnas sabrūk un

izplūdušais šūnu saturs izraisa iekaisumu apkārtējos audos [215].

MCF-7 šūnas tika audzētas 4 un 24 stundas selenofēnkumarīnu un selenofēnhinolonu 

atvasinājumu klātbūtnē. Apoptotisko un nekrotisko šūnu skaitu noteica veicot dubulto 

krāsošanu ar akridīnoranžo un etīdija bromīdu. Iegūtie rezultāti apkopoti 13. tabulā un 2.3. 

attēlā. Pētītie selenofēnhinoloni (71-74) izraisa apoptotisko šūnu skaita pieaugumu MCF-7 
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šūnu līnijā. Starp reģioizomēriem atrasta atšķirība procesa attīstības ātrumā: ar [3,2-c] 

reģioizomēriem (71, 73) apoptotisko šūnu skaits pieaug līdz 20÷30% jau pēc 4 stundām, bet 

pēc 24 stundām visas šūnas iet bojā (2.3. att., B, C, F, G) ; savukārt ar [2,3-c] reģioizomēriem 

(72, 74) šis process norit lēnāk - pēc 4 stundām apoptoze netika novērota, bet pēc 24 stundām 

apoptotisko šūnu skaits sasniedz 60÷78% (2.3. att., D, E, H, I). Ar apoptozes procesa ātruma 

atšķirību varētu izskaidrot arī atšķirīgu IC50 reģioizomēru pāriem (71, 73 - IC50=13 un 26 µM; 

72, 74 - IC50=82 un 42 µM). Morfolīna atvasinājumi (73, 74) neizsauc nekrotisko šūnu skaita 

palielināšanos.  

 13. tabula

Apoptotisko un nekrotisko MCF-7 šūnu skaita izmaiņas savienojumu ietekmē 

Nr. IC50, 
µM 

4 st. inkubācija 24 st. inkubācija 

Apoptoze, % Nekroze, % Apoptoze, % Nekroze, % 

kontrole - 7±1 2±1 10±4 1±1 

71 13 30±6* 39±7* d d 

72 82 9±3 12±3* 78±13* 31±13* 

73 26 20±4* 5±1 d d 

74 42 12±4 9±5 60±14* 8±6 

75 * 12±3 2±1 nt nt 

76 * 17±4 7±3* 30±7* 3±2 

77 51 30±6* 1±1 9±3 5±1 

78 16 31±7* 25±4* 50±3* 1±1 

79 100 11±2 3±4 13±6 1±1 

80 19 8±2 1±1 31±1* 33±2* 

81 71 15±7 1±1 12±2 1±0 

82a 17 41±16* 17±7* d d 
Šūnas inkubēja ar savienojumiem devā 100 µM 4 un 24st. 
a – 1 stundu inkubācija ar savienojumu, pēc 4 stundu inkubācijas visas šūnas iet bojā; d - visas šūnas iet bojā; nt – 
nav testēts, * - ttest p<0.005. 

Selenofēnkumarīnu rindā četri savienojumi (75, 76, 79, 81) neietekmē apoptotisko un 

nekrotisko šūnu skaitu. Aktīvākais savienojums apoptozes/nekrozes pētījumos ir N-

metilpiperazilmetil kumarīns 82 (2.3. att., S, T). Apoptotisko šūnu skaits pieaug ļoti strauji - 

jau pēc 1 stundas tas sasniedz 41%, bet pēc 4 stundām visas šūnas iet bojā, toties [2,3-c] 

analoga 78 klātbūtnē efekts izpaužas lēnāk un pēc 4 stundām apoptotisko šūnu skaits ir 30%, 

bet pēc 24 stundām - 50% (2.3. att., N, O). Morfolil [2,3-c] reģioizomēram 77 apoptotisko 

šūnu skaits pēc 4 stundām pieaug līdz 30% un savienojums neietekmē nekrotisko šūnu skaitu 
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(2.3. att., L, M). Jāatzīmē, ka pēc 24 stundām apoptotisko šūnu skaits atgriežas normas robežās 

un, iespējams, ka šajā gadījumā šūnas adaptējas pret savienojuma iedarbību. 

Lai noskaidrotu iespējamos apoptozes indukcijas ceļus, tika pārbaudīta savienojumu 

71-74, 78, 82 ietekme uz vairāku kaspāžu aktivitāti MCF-7 audzēju šūnās. Kaspāžu aktivitāte

ir viens no svarīgākajiem aspektiem apoptozes procesā.

Kaspāzes ietilpst aspartātatkarīgo cisteīna proteāžu fermentu grupā. Ir identificētas 

četrpadsmit dažādas kaspāzes, kuras, atkarībā no substrāta specifiskuma, var iedalīt trīs 

apakšgrupās: I grupa – kaspāze-1, 4, 5, 11, 12, 13 un 14, nozīmīgas iekaisuma procesos; II 

grupā - apoptozi iniciējošas kaspāzes (kaspāze-2, -8, -9 un -10), kuras aktivē III grupas 

efektorās kaspāzes (kaspāze-3, -6 un -7) [216, 217].  

Aktīvākajiem savienojumiem 71-74, 78 un 82 tika noteikta ietekme uz kaspāžu -1, 2, 

3/7, 4, 5, 6, 8, 9, 10 aktivitāti. Šūnas 4 stundas tika pakļautas savienojumu ietekmei (deva 100 

µM), un pēc tam noteikta kaspāžu aktivitāte. Iegūtie rezultāti ir apkopoti 14. tabulā. 

Selenofēn[3,2-c]hinoloni 71 un 73 izraisa kaspāzes-1 aktivāciju par 56 un 37%, bet 

reģioizomēriem 72 un 74 ir zemāks efekts – tikai par 27 un 15%. Selenofēnkumarīna 

metilpirazolila atvasinājumi 78 un 82 arī spēj aktivēt kaspāzi-1, attiecīgi par 23 un 38%. 

Kaspāze-1 ir interleikīna-1β (IL-1β) konvertējošais ferments, tā katalizē neaktīvā IL-1β 

prekursora konversiju aktīvā formā. Makrofāgos kaspāze-1 aktivē interleikīna-18 prekursoru 

(pro-IL-18), rezultātā veidojas IL-18, kurš stimulē interferona-gamma (INF-γ) sintēzi un FAS-

liganda ekspresiju. Šie procesi nosaka kaspāzes-1 lomu, kas saistīta ar iekaisuma procesu 

regulāciju caur citokīniem [218]. Kaspāzes-1 deficīts izsauc pretiekaisuma citokīnu sintēzes 

supresiju un samazina iekaisuma reakciju [219]. Kaspāzes-1 aktivācija izsauc šūnu nāvi 

piroptozes ceļā (viens no programmētās šūnu nāves veidiem, kas ir saistīts ar organisma atbildi 

bakteriāla iekaisuma procesā). Piroptozes rezultātā notiek DNS sašķelšana, pretiekaisuma 

citokīnu aktivācija un šūnu iekšējais saturs izplūst starpšūnu telpā [220, 221], tātad 

selenofēnhinoloniem un selenofēnkumarīniem var prognozēt ietekmi uz iekaisumu procesiem 

organismā. Jāpiebilst, kā savienojumu reģioizomēriem efekts atšķiras. 

Pārbaudītie savienojumi aktivē arī kaspāzi-2, kas ir viena no apoptozi iniciējošām 

kaspāzēm. Augstāku efektu izraisa [2,3-c] reģioizomēri un selenofēnhinoloniem efekts ir 

augstāks, nekā selenofēnkumarīniem (attiecīgi 22÷46% un 9÷21%). Apoptozi inducējošie 

faktori: DNS bojājumi, citoskeleta sabrukšana vai karstuma šoks, izraisa neaktīvās pro-

kaspāzes-2 aktivāciju un tālāk caur virkni proteīnu tiek aktivēta prokaspāze-8 [222, 223]. 

Kaspāze-2 kalpo arī kā transportieris kaspāzei-3 no šūnas citozola uz kodolu [224], kā arī ir 

iesaistīta apoptozes indukcijas ceļā, kas izraisa citohroma C un citu mitohondriālo faktoru 

izplūšanu no mitohondrijiem [225].  
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 Kā redzams 14. tabulā, neviens savienojums neietekmē kaspāzi-8, bet notiek kaspāzes 

-3/7 aktivācija (testēšanas komplektā tiek izmantots substrāts, kuru spēj konvertēt abas

kaspāzes). Zināms, ka MCF-7 šūnas neekspresē kaspāzi-3 un apoptoze norit secīgi aktivējot

kaspāzes -9, -7 un -6 [226-229], tādējādi varam secināt, ka MCF-7 šūnās savienojumu ietekmē

tiek aktivēta kaspāze-7. Piperidīna selenofēnhinolonu atvasinājumiem (71, 72) ir visaugstākais

efekts uz kaspāzi-2 - aktivācija sasniedz 52÷170%. Arī šajā gadījumā novērojām atšķirīgu

efektu dažādiem reģioizomēriem.

Apkopojot iegūtos datus par apoptozes indukciju MCF-7 šūnās var secināt, ka viens no 

pārbaudīto selenofēnhinolona un selenofēnkumarīna atvasinājumu iespējamajiem 

antiproliferatīvā efekta mehānismiem ir saistīts ar apoptozes indukciju audzēju šūnās un 

process norit aktivējot iniciējošo kaspāzi-2 un efektoro kaspāzi-7. Pārbaudītie savienojumi 

aktivē arī kaspāzi-1, kas saistīta ar iekaisuma procesu norisi organismā. Savienojumu 

izomērija ietekmē apoptozes attīstības ātrumu un pakāpi. Selenofēnhinoloniem ir raksturīga 

spēja inducēt apoptozes procesus audzēja šūnās un to reģioizomēru selektivitāte ir augstāka 

salīdzinot ar selenofēnkumarīnu reģioselektivitāti. 

14. tabula

Kaspāzes aktivitāte MCF-7 šūnās savienojumu ietekmē (aktivitāte, %) 

Nr. 
Kaspāze 

1 2 3/7 4 5 6 8 9 10 

kontrole 100±10 100±7 100±4 100±16 100±17 100±11 100±7 100±4 100±4 

71 156±2 132±18 270±1 97±21 87±2 85±1 84±3 91±13 106±4 

72 127±3 146±11 152±9 103±5 88±5 87±4 88±3 86±1 97±3 

73 137±1 122±12 128±22 91±4 82±11 91±2 87±2 92±9 95±3 

74 115±15 145±24 146±4 76±18 88±4 93±3 99±9 102±12 99±1 

78 123±15 109±22 114±12 73±23 95±16 98±1 102±6 93±1 107±9 

82 138±13 121±3 134±6 84±13 107±17 89±4 114±18 108±11 97±3 

2.2.5.2. Savienojumu ietekme uz antioksidatīvo fermentu aktivitāti 

 Savienojumu antiproliferatīvā efekta darbības mehānisma noskaidrošanai veikti 

pētījumi par selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu spēju ietekmēt šūnu antioksidatīvo 

fermentu sistēmu darbību. Superoksīda dismutāze (SOD) un glutationa peroksidāze (Gpx) 

šūnā veido antioksidantu fermentu grupu, kuras darbības rezultātā tiek līdzsvarots un regulēts 

SAF līmenis šūnās, tādējādi pasargājot tās no oksidatīvā stresa. Šo fermentu nelīdzsvarota vai 

nepilnīga darbība ir saistīta ar vairākiem patoloģiskiem stāvokļiem organismā, tai skaitā arī 
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audzēju attīstību. SOD katalizē superoksīda dismutāciju par skābekli un ūdeņraža peroksīdu, 

kurš tālāk ar Gpx palīdzību tiek pārveidots par ūdeni [230]. 

Šūnu oksidēšanas-reducēšanas līdzsvara regulācijā piedalās arī tioredoksīna reduktāze 

(TrxR), kas katalizē reducētā tioredoksīna veidošanos šūnās. Tioredoksīns ir iesaistīts vairākos 

svarīgos procesos - sākot no ribonukleotīdu reducēšanas par dezoksiribonukleotīdiem līdz 

ksenobiotiķu, oksidētāju un radikāļu detoksifikācijai šūnā [231].  

 Selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu ietekmes noteikšanai uz SOD fermenta 

aktivitāti izmantoti fermenti no dažādiem avotiem: attīrīts ferments no liellopu eritrocītiem 

(SODeritrocītu), MG-22A un HepG2 šūnu homogenātiem, kā arī peļu aknu homogenāta. 15. 

tabulā apkopoti iegūtie dati. Visi selenofēnhinolona atvasinājumi (71-74) inhibē SOD 

aktivitāti peļu aknu un peļu MG-22A šūnu homogenātā par 39÷89%, bet uz SOD no cilvēku 

HepG2 šūnām inhibējošais efekts ir tikai morfolīna atvasinājumiem 73 un 74. Var secināt, ka 

selenofēnhinolona piperidīna atvasinājumi (71, 72) specifiski inhibē tieši SOD izoformu no 

peļu audiem. Salīdzinot reģioizomēru ietekmi, morfolīna atvasinājuma [3,2-c] reģioizomēra 74 

efekts sasniedz pat 86%, bet [2,3-c] reģioizomēra 73 – tikai 26%. Uz attīrītā fermenta 

reģioizomēru selektīvā ietekme arī ir labi izteikta - [3,2-c] reģioizomēri 72 un 74 parāda 

augstāku inhibējošo efektu (attiecīgi 40 un 30%), nekā [2,3-c] reģioizomēri. 

15. tabula

Selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu ietekme uz SOD aktivitāti 

Nr. 
SOD, inhibīcijas % 

SODeritrocītu 
HepG2 šūnu 
homogenāts 

MG-22A šūnu 
homogenāts 

Peļu aknu 
homogenāts 

71 22 ±6 -9 ±10 32 ±5 68 ±15 

72 40 ±12 -51 ±6 78 ±25 51±25 

73 17 ±3 26 ±14 82 ±3 53 ±18 

74 30 ±5 86 ±16 89 ±11 55 ±5 

75 -8 ±17 2 ±6 20 ±2 29 ±4 

76 20 ±4 18 ±13 -25 ±7 39 ±6 

77 -1 ±10 -1 ±14 37 ±20 23 ±7 

78 -20 ±12 -37 ±18 -9 ±12 -27 ±14

79 -11 ±4 5 ±8 42 ±5 9 ±12

80 -20 ±4 75 ±30 -6 ±10 25 ±9

81 13 ±6 -1 ±5 -23 ±14 -12 ±13

82 29 ±6 41 ±15 -2 ±8 34 ±9

Savienojumu koncentrācija 100 µM. “ – “ – fermenta aktivācija. 
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 Selenofēnkumarīni neuzrāda ietekmi uz attīrītā SOD fermenta, izņemot 82 

savienojumu, kuram novērojams neliels inhibējošs efekts (29%). SOD aktivitāti cilvēka 

hepatomas HepG2 šūnās inhibē tikai divi no savienojumiem: 80 un 82, bet uz peļu hepatomas 

MG-22A šūnu SOD iedarbojas citi atvasinājumi: 77 un 79, tomēr kopumā selenofēnkumarīnu 

ietekme uz SOD aktivitāti ir neliela vai nav novērojama. 

Savienojumu ietekme uz glutationa peroksidāzes aktivitāti tika pārbaudīta hepatomas 

MG-22A un HepG2 šūnu homogenātos un peļu aknu homogenātā, kā peroksīda avots tika 

izmantots t-butilhidroperoksīds (TBH) . Rezultāti apkopoti 16. tabulā. 

Visi selenofēnhinoloni un selenofēnkumarīni inhibē Gpx aktivitāti cilvēku HepG2 šūnu 

homogenātā no 53 līdz 100%. Uz Gpx no peļu hepatomas MG-22A šūnām tikai diviem 

savienojumiem (75 un 77) nav inhibējošā efekta, pārējie savienojumi inhibē Gpx par 

44÷100%. Interesanti, ka praktiski visi savienojumi neietekmē peļu aknu Gpx aktivitāti 

(homogenāts iegūts no veseliem dzīvniekiem) un tikai  savienojumam 80 ir inhibējošs efekts 

(37%). Iegūtie dati ļauj izdarīt secinājumus, ka selenofēnhinoloniem un selenofēnkumarīniem 

varētu būt selektīva iedarbība uz audzēju šūnās esošām glutationa peroksidāzes izoformām. 

16. tabula

Selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu ietekme uz Gpx un TrxR aktivitāti 

Nr. 
Gpx, inhibīcijas % TrxR,  

inhibīcijas % 
HepG2 šūnu 
homogenāts 

MG-22A šūnu 
homogenāts 

Peļu aknu 
homogenāts 

HepG2 šūnu 
homogenāts 

71 93 ±10 89 ±4 12 ±0 56 ±2 

72 98 ±6 100 ±0 26 ±4 84 ±8 

73 59 ±9 65 ±6 1 ±1 68 ±15 

74 63 ±9 44 ±16 21 ±15 96 ±2 

75 98 ±4 -29 ±12 14 ±1 47 ±5 

76 100 ±5 75 ±12 21 ±11 57 ±8 

77 82 ±19 65 ±12 5 ±12 69 ±2 

78 53 ±11 53 ±18 4 ±13 52 ±4 

79 96 ±7 62 ±1 11 ±10 54 ±12 

80 85 ±17 63 ±6 37 ±15 19 ±13 

81 72 ±7 64 ±18 19 ±16 -8 ±7

82 81 ±21 -27 ±17 17 ±14 10 ±5

Savienojumu koncentrācija 100 µM. “ – “ – fermenta aktivācija. 
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Savienojumu ietekme uz tioredoksīna reduktāzes aktivitāti noteikta hepatomas HepG2 

šūnu homogenātā. Rezultāti apkopoti 16. tabulā. Visi selenofēnhinoloni (71-74) inhibē TrxR 

aktivitāti, novērota izteiktā efekta atšķirība starp [3,2-c] un [2,3-c] reģioizomēriem. Inhibīcija 

efektīvāka ir ar [3,2-c] reģioizomēriem (72, 74) - tā sasniedz 84 un 96%, bet ar [2,3-c] 

reģioizomēriem (71, 73) – 56 un 68%.  

Izteiktā selektīva iedarbība uz TrxR ir arī starp selenofēnkumarīnu reģioizomēriem, 

izņemot atvasinājumus ar 1-hidroksi-1-metiletil aizvietotāju (75, 79), kuriem nav atšķirības 

starp reģioizomēriem un inhibīcija abos gadījumos ir 50%. Pārējo savienojumu [3,2-c] 

reģioizomēri (76-78) TrxR aktivitāti inhibē par 52–69%, bet [2,3-c] analogiem efekts nav 

novērots. 

2.2.5.3. Selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu brīvo radikāļu neitralizēšanas spēja 

Dažādu bioķīmisko reakciju rezultātā organismā nepārtraukti veidojas brīvie radikāļi. 

Viena no aizsardzības sistēmām, kas pasargā organismu no brīvo radikāļu ietekmes, ir 

nefermentatīva antioksidatīvā aizsardzības sistēma. Tās sastāvā ietilpst A, C un E vitamīni, 

glutations (GSH), β-karotīns, urīnskābe, tioktīnskābe, ubikvinons (koenzīms Q10). Atbilstoši 

literatūras datiem vairākiem selēnu saturošiem savienojumiem ir pierādīta spēja neitralizēt 

brīvos radikāļus, piemēram, Ebselēnam [232]. 

Lai pierādītu selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu spēju neitralizēt brīvos 

radikāļus, noteikta to spēja neitralizēt superoksīda un peroksila radikāļus (ROO•). Superoksīda 

noteikšanas metode [233] ir balstīta uz superoksīda ģenerāciju PMS-NADH sistēmā. NADH 

tiek oksidēts, bet krāsviela nitrotetrazolija zilais (NBT) tiek reducēta krāsainā formā. 

Savienojumu spēja neitralizēt peroksila radikāli noteikta ar ORAC metodi [234]. Peroksila 

radikālis reaģē ar fluorescento krāsvielu un rezultātā veidojas nefluorescējošs produkts. 

Savienojuma spēja inhibēt šo reakciju dod iespēju novērtēt tā spēju neitralizēt peroksila 

radikāļus.  

Literatūrā ir aprakstīta selēnu saturošu savienojumu spēja ģenerēt superoksīdu, 

oksidējot GSH. Superoksīda koncentrācijas detektēšana notiek ar lucigenīna palīdzību [235]. 

Izmantojot šo testu var spriest par savienojumu prooksidanta īpašībām. 

Iegūtie rezultāti par savienojumu spēju neitralizēt brīvos radikāļus un ģenerēt 

superoksīdu apkopoti 17. tabulā. Peroksila radikāļus spēj neitralizēt selenofēnhinolona 

piperidīna atvasinājumi (71, 72), IC50 attiecīgi ir 780 un 560 µM. Nomainot aizvietotāju ar 

morfolīnu, [3,2-c] reģioizomēram (73) šīs spējas zūd, bet [2,3-c] reģioizomēram (74) – 

pastiprinās (IC50=163 µM). Ar superoksīdu reaģē tikai selenofēnhinolonu [3,2-c] reģioizomēri 

un savienojumam ar morfolīnu (73) efekts ir augstāks (IC50=550 µM). Salīdzinājumam testēto 
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Se-metionīna un 7-hidroksikumarīna spējas saistīt peroksila radikāli ir daudz augstākas 

(IC50=2÷6 µM). 

Kaut gan abi 1-hidroksi-1-metiletil reģioizomēri 75 un 79 nespēj saistīt peroksila 

radikāli, pārējie selenofēnkumarīnu atvasinājumi spēj neitralizēt peroksila radikāli un 

augstākais efekts piemīt piperidīna atvasinājumiem (78, 82), IC50 attiecīgi ir 87 un 62 µM. 

Piridilaminokumarīni 83-85 arī spēj neitralizēt superoksīdu un savienojuma 84 spēja saistīt 

peroksila radikāli ir visefektīvākā (IC50 = 4 µM), kas ir līdzīgi kā 7-hidroksikumarīnam un Se-

metionīnam.  

Spēju ģenerēt superoksīdu in vitro, oksidējot GSH, parādīja tikai trīs savienojumi: 1-

hidroksi-1-metiletil)selenofēnkumarīni 75, 79 un 3-piridilaminokumarīns 84. Citotoksicitātes 

testos in vitro savienojumiem 75, 79 uz vairākām šūnu līnijām ir zems citotoksiskais efekts vai 

tā nav (skat. 12. tab.). Kā viens no iespējamiem iemesliem šim apstāklim varētu būt saistīts ar 

šo savienojumu prooksidatīvajām īpašībām un nespēju saistīt brīvos radikāļus. Savienojumam 

84 ir augsts citotoksiskais efekts (IC50=13÷49 µM) un tas ir ne tikai prooksidants, bet arī 

efektīvi neitralizē superoksīdu un peroksila radikāļus. 

17. tabula

Selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu spēja neitralizēt brīvos radikāļus un 
ģenerēt superoksīdu 

Nr. 
IC50, µM Superoksīda 

ģenerācija, 
RFV Superoksīds Peroksila radikālis 

Se-metionīns >1000 6 - 
kumarīns - >1000 - 
7-hidroksikumarīns 60 2 - 
71 >1000 780 - 
72 - 560 - 
73 550 - - 
74 - 163 - 
75 - - 627 
76 710 598 - 
77 >1000 398 - 
78 - 87 - 
79 - - 950 
80 >1000 320 - 
81 >1000 1000 - 
82 260 62 - 
83 1000 nt - 
84 160 4 1875 
85 500 nt - 

“-” – nav efekta; nt - nav testēts 

2.2.5.4. Savienojumu ietekme uz SAF līmeni audzēju šūnās in vitro 

Skābekļa aktīvās formas (SAF) normālos bioloģiskos procesos šūnās veidojas nelielā 

daudzumā un tam ir svarīga loma iekššūnu signālu pārraidē un homeostāzē [236]. Lai noteiktu 
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savienojumu ietekmi uz SAF (hidroksila, peroksila u.c. radikāļi) līmeni šūnās, tika izmantota 

fluorescējoša krāsviela 2`,7`-dihlorfluoresceīna diacetāts (DCFDA). Ar iekššūnas esterāžu 

palīdzību DCFDA procesa gaitā tiek deacilēts līdz nefluorescējošam savienojumam, kurš 

reaģējot ar SAF oksidējas par fluorescējošo 2`,7`-dihlorfluoresceīnu (DCF).  

Lai iegūtu pilnīgu informāciju par savienojumu ietekmi uz SAF līmeni šūnā izmantotas 

divas eksperimenta shēmas (2.4.att.). Pirmajā variantā, shēma A - šūnas inkubētas ar 

savienojumiem 10 min vai 24 stundas un pēc inkubācijas mērīts SAF līmenis šūnās. Iegūtie 

rezultāti dod priekštatu par savienojuma spēju ietekmēt SAF līmeni šūnās un izraisīt 

oksidatīvo stresu. Pēc otras shēmas B - šūnas vispirms inkubētas ar savienojumiem 10 min vai 

24 stundas un pēc inkubācijas tika izraisīts šūnās oksidatīvais stress, kā peroksīda avotu 

izmantojot t-butilhidroperoksīdu (TBH). Šūnas atbilde uz stimulāciju ar peroksīdu ir SAF 

līmeņa pieaugums. Šī eksperimenta shēma parāda savienojumu spēju modulēt šūnas izturību 

pret izraisīto oksidatīvo stresu.   

2.4. attēls. SAF līmeņa noteikšanas shēma 
A – savienojuma ietekme uz SAF līmeni; B - savienojumu spēja modulēt šūnas atbildi uz stimulāciju ar 
peroksīdu. 

Iegūtie rezultāti par SAF līmeņa izmaiņām savienojumu ietekmē apkopoti 18. tabulā 

un 2.5. attēlā. Pēc 10 min inkubācijas strauju SAF līmeņa kāpumu peļu hepatomas MG-22A 

un cilvēka krūts audzēju MCF-7 šūnās izraisa tikai savienojums 82, attiecīgi 158 % un 152% 

(2.3.att., shēma A). Kā atzīmēts iepriekš, savienojums 82 vienīgais no selenofēnkumarīniem 

izraisa ātru šūnu bojāeju apoptozes ceļā jau pēc 4 stundām. Interesanti, ka ar savienojumu 82 

apstrādātajās MG-22A un MCF-7 šūnās, pēc stimulācijas ar peroksīdu (2.4. att., shēma B), 

SAF līmenis pieaug attiecīgi par 59% un 100% mazāk nekā kontroles šūnās. Iespējams, ka 
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pats savienojums izsauc maksimālo oksidatīvo stresu un papildus stimulācija ar peroksīdu 

nespēj izsaukt tik pat lielu atbildi kā kontroles šūnās. Lai noskaidroti ilgstošu savienojuma 82 

efektu uz SAF līmeni, šūnas tika audzētas 24 stundas ar savienojumu devā 25 µM (pēc 4 

stundām ar 82 savienojumu devā 100 µM iet bojā). Rezultātā novērots, ka SAF līmenis 

samazinājies par 66% uz peļu hepatomas MG-22A un par 95% uz cilvēka hepatomas HepG2 

šūnām, tādējādi var secināt, ka HepG2 šūnās SAF veidošanās ir pilnībā bloķēta, turklāt ir 

traucēta arī šūnu spēja atbildēt uz ārējo stimulatoru (peroksīdu). Hepatomu MG-22A un 

HepG2 šūnās, kas tika inkubētas ar savienojumu 24 stundas, SAF līmeņa kāpums pēc 

peroksīda pievienošanas ir zemāks kā neapstrādātajām kontroles šūnām, attiecīgi par 95% un 

68%. Interesanti, ka SAF līmenis MCF-7 šūnās pēc 24 stundu ietekmes neatšķīrās no kontroles 

šūnām, atšķirībā no hepatomas šūnām.    

Savienojuma 82 [3,2-c] reģioizomērs 78, pēc 10 min inkubācijas ar MG-22A šūnām, 

neietekmē SAF līmeni, bet šūnu atbildi uz peroksīdu samazina tikai par 24%. MCF-7 šūnās 

novērots SAF līmeņa pieaugums par 38% un šūnu atbilde uz stimulāciju arī ir augstāka par 

35%, toties ilgstošā savienojuma ietekmē (24 st.) izraisa MCF-7 un MG-22A šūnās SAF 

līmeņa kritumu A un B eksperimenta variantos par 29÷87 %. Cilvēka hepatomas HepG2 šūnās 

78 savienojums SAF līmeni neietekmē.  

Analizējot iegūtos rezultātus, var atzīmēt divas likumsakarības, kas labi redzamas 2.4. 

attēlā. Pirmkārt – savienojumu reģioizomēriem ir atšķirīgs modulējošs efekts attiecībā pret 

SAF līmeni šūnā. Otrkārt – reģioizomēru ietekme ir atšķirīga uz peļu un cilvēku hepatomas 

šūnām (sugu specifiskums) un ir novērojama ietekmes atšķirība starp cilvēka hepatomas un 

krūts vēža šūnām (audu specifiskums).  

Selenofēnkumarīnu sērijas savienojumu ietekme uz hepatomas HepG2 šūnām ir 

augstāka nekā uz krūts audzēja MCF-7 šūnām, kas var būt izskaidrojams ar augstāku 

oksidēšanas-reducēšanas fermentu aktivitāti un daudzumu hepatocītos salīdzinājuma ar krūts 

audiem. Savienojumiem ar metilpirazolil (78, 82) aizvietotājiem modulējošais efekts uz SAF 

līmeni ir visaugstākais - SAF veidošanās šūnās tiek bloķēta dažos gadījumos līdz pat 87÷92%. 

Piperidīna aizvietotiem savienojumiem (76, 80) efekts jau ir zemāks, maksimālais inhibīcijas 

efekts sasniedz tikai 52%. Savienojumi ar metilpirazolīla (78, 82), kā arī ar piperidīna (76, 80) 

aizvietotāju par 35÷95% bloķē šūnu atbildi uz stimulāciju. Ievadot molekulā morfolīnu (77, 

81) tiek panākts pretējs efekts, bet viens no reģioizomēriem pēc 24 stundām izraisa SAF

daudzuma pieaugumu cilvēka šūnu kultūrās par 71÷77%. Turklāt, uz hepatomas HepG2

šūnām tas ir [2,3-c]-, bet uz krūts audzēja MCF-7 šūnām - [3,2-c]-reģioizomērs.

. 
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2.5. attēls. SAF līmenis šūnās pēc 24 stundu apstrādes ar savienojumiem 

SAF līmeņa pieauguma inhibīcija (%) salīdzinot ar kontroles šūnām. 

Selenofēn[3,2-c]hinolonu atvasinājumu 71 un 73 ilgstoša ietekme uz šūnām samazina 

SAF līmeni pārbaudītajās šūnu līnijās, SAF veidošanās šūnās tiek bloķēta par 25-76%. 

Piperidil [2,3-c] analogam 72 uz cilvēka šūnu līnijām ir līdzīgs efekts, bet uz peļu šūnu līnijas 

efekta nav. Jāpiebilst, kā morfolil[2,3-c]hinolons 74 nespēj ietekmēt SAF līmeni šūnās, 

izņemot cilvēka hepatomas šūnas HepG2, kurās efekts ir pretējs nekā 73 savienojumam, SAF 

daudzums pieaug par 57%.  

Sekojoša likumsakarība konstatēta 2-morfol-4-ilmetil-3-(piridilamino) selenofēn[3,2-

c]hromen-4-onu (83-85) rindā. Savienojumi bloķē SAF veidošanos visās šūnu līnijās un šūnu
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spēju atbildēt uz ārējo stimulu (peroksīdu). Efekts pieaug rindā: 2-piridilamino (83) < 3-

piridilamino (84) < 4-piridilaminokumarīns (85). Visaugstākais efekts ir 85 savienojumam: 

SAF līmenis bloķēts par 58÷62% un šūnu spēja atbildēt uz ārējo stimulu – par 34÷84%. 

Analizējot iegūtos rezultātus, var secināt, ka selenofēnhinoloni un selenofēnkumarīni 

ar augstu citotoksisko efektu pārsvarā samazina vai pilnībā bloķē SAF veidošanos šūnās, kā 

arī samazina šūnu atbildi uz ārējo stresa signālu. Se-metionīnam, 7-hidroksikumarīnam un 

citotoksiski neaktīvajiem 1-hidroksi-(1-metiletil)selenofēnkumarīniem (75, 79) šāda efekta 

nav. 

Pēdējos gados tiek uzsvērts, ka SAF spēlē ne tikai destruktīvu lomu, bet fizioloģiskos 

daudzumos ir ārkārtīgi nepieciešams šūnu dzīvotspējai. Ūdeņraža peroksīds augstā 

koncentrācijā izraisa šūnu nāvi, bet zemā koncentrācijā darbojās kā iekššūnu signālmolekula 

[237, 238]. H2O2 citozolā veicina tirozīna fosforilēšanos, kā rezultātā tirozīna fosfotāze tiek 

inaktivēta un vienlaikus aktivēta tirozīnkināze [239].  

Pārbaudīto selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu citotoksiskā efekta mehānisms ir 

saistīts nevis ar SAF līmeņa pieaugumu un oksidatīvo stresu, kas noved pie apoptozes, bet ar 

ekstremālu SAF līmeņa samazināšanos šūnās, kā rezultātā tiek traucēti signālceļi, kuros ir 

iesaistīti superoksīds un ūdeņraža peroksīds, rezultātā šūna iet bojā apoptozes ceļā. Literatūrā 

ir paradīts, ka kaspāzes-1 aktivācija samazina mitohondriju elpošanu un SAF līmeni 

hepatocītos [240]. No eksperimentos iegūtajiem datiem var secināt, ka savienojumi izsauc 

kaspāzes-1 aktivāciju un tas, iespējams, ir viens no mehānismiem, kas rezultātā noved pie SAF 

līmeņa samazināšanās. SOD inhibīcija un savienojumu spēja neitralizēt brīvos radikāļus, it 

īpaši peroksila radikāli, vēl vairāk pazemina SAF līmeņi. Līdzīgs efekts, kad zems SAF 

līmenis ir par iemeslu šūnu apoptozei, atklāts dihidromiricetīnam uz HepG2 šūnām. Autori 

konstatēja, ka pievienojot nelielu H2O2 daudzumu vienlaikus ar  dihidromiricetīnu, apoptoze 

šūnās neattīstās [241]. 

2.2.5.5. Savienojumu ietekme uz matriksa metaloproteināžu (MMP) aktivitāti un 

angioģenēzi 

Ārstējot audzējus ir svarīgi ne tikai inhibēt vēžu šūnu proliferāciju, bet arī ietekmēt 

procesus, kar ir saistīti ar audzēju šūnu invāziju un audzēja attīstīšanos. MMP spēlē svarīgu 

lomu audzēju šūnu invāzijas un metastazēšanās procesā [242]. 

MMP aktivitātes noteikšanai tika izmantots “MMP Inhibitor Profiling Kit” (BIOMOL). 

Testēšanas komplekts satur sekojošas metaloproteāžu izoformas: MMP-1 – kolagenāze-1, 

MMP-2 – želatināze-A, MMP-3 – stromlizīns-1, MMP-7 – matrilizīns-1, MMP-8 – 

kolagenāze-2, MMP-9 - želatināze-B, MMP-10 - stromlizīns-1, MMP-12 – makrofāgu 
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metaloproteāze, MMP-13 – kolagenāze-3, MMP-14 – membrānas 1-tipa matriksa MMP. 

NNGH (N-izobutil-N-(4-metoksifenilsulfonil)glicilhidroksāmskābe) tika izmantots kā 

standarta inhibitors. 

Matriksa metaloproteāzes ietilpst kalcija atkarīgo Zn-saturošo endopeptidāžu grupā, 

kas atbild par starpšūnu matriksa veidošanu un pārbūvi. Normālos fizioloģiskajos apstākļos šo 

fermentu ekspresija organismā ir minimāla. Fermentu hiperekspresija ir novērojama 

patoloģiskos organisma stāvokļos, tai skaitā onkoloģisko saslimšanu gadījumos. Klīniskie un 

preklīniskie pētījumi ir devuši pozitīvus rezultātus šo fermentu inhibitoru kā pretvēža aģentu 

izmantošanā. Matriksa metaloproteāžu inhibitoru izmantošana ir viens no mūsdienu pretvēža 

terapijas virzieniem.   

MMP – 2, 7, 9, 13, 12, 14 ir proteolītiskie fermenti, kas atbild par ekstracelulārā 

matriksa degradāciju dažādu pataloģiju gadījumos, ieskaitot audzēja invāziju un 

metastazēšanas procesus. MMP-7 ekspresija prostatas dziedzera epitēlijā, aizkuņģa dziedzerī, 

zarnu traktā u.c., kā arī hiperekspresija vairākos audzējos. MMP-1 atbild par 2. tipa kolagēna 

degradāciju un piedalās reimatoīdā artrīta attīstības procesā. Šis ferments tiek producēts 

fibroblastos, bet audzējos notiek tā hiperekspresija. MMP-3 un MMP-10 ir prokolagenāzes ar 

augstu aktivitāti, kas piedalās skrimšļaudu degradācijā, kas noved pie audu sabrukšanas artrīta 

gadījumā. MMP-8 sagrauj kolagēnu un piedalās daudzos iekaisuma procesos [243-245]. 

 Angioģenēze ir fizioloģisks process organismā, kad veidojas jauni asinsvadi. Audzēja 

attīstīšanās un augšanas gadījumā audzēja šūnas izdala augšanas faktorus, kas stimulē 

angioģenēzi un jaunizveidotie kapilāri nodrošina audzēja vielmaiņu [246]. Savienojumu spēja  

inhibēt MMP aktivitātes un to ietekme uz angioģenēzi tika pētīta in vitro un in vivo. 

Angioģenēzes pētījumos in vitro tika izmantota cilvēka nabas saites vēnas endotēlija 

šūnu līnija (HUVEC-2). Kapilāru tīkla struktūras veidošanos novēroja, audzējot endotēlija 

šūnas uz ekstracelulāra matriksa (matrigēls). 

Savienojumu ietekme uz angioģenēzi in vivo pētīta izmantojot peļu modeļa sistēmu ar 

matrigēlu. Darbam in vivo tika izmantots ekstracelulārs matrikss (BD MatrigelTM Basement 

Membrane Matrix High Concentration) uz Balb/c AnNCrl peļu mātitēm. Pelēm zem ādas tika 

ievadīts matrigēls, kas sajaukts ar augšanas faktoriem un testējamo savienojumu, un novērots  

kapilāru veidošanās matrigēla slānī. 
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Rezultāti par savienojumu ietekmi uz MMP un angioģenēzi apkopoti 19. tabulā. Pēc 

iegūtajiem datiem, tikai trīs savienojumi inhibē MMP (inhibīcija tiek uzskatīta par novērojamu, ja 

tā sasniedz >30%) - un tie ir selenofēnkumarīni.  

Savienojums 82 selektīvi inhibē tikai MMP14 (33%), kā arī tam ir augsts inhibējošs efekts 

uz angioģenēzes procesu: par 84% in vitro un par 30% in vivo. Savienojums 83 inhibē MMP2 par 

32%, pilnīgi neietekmē angioģenēzes procesus in vitro, bet in vivo inhibīcijas efekts sasniedz 

36%. Savienojums 85 inhibē MMP2 par 54% un MMP14 par 40%. Nosakot ietekmi uz 

angioģenēzi, savienojumam 85 novēro pretēju efektu kā savienojumam 83 - in vitro inhibīcija 

sasniedz 95%, bet in vivo efekta nav. 

Apkopojot visus pētījumus par iespējamiem selenofēnhinolonu un selenofēnkumarīnu 

antiproliferatīvā efekta darbības mehānismiem, var secināt sekojošo: 

a) viens no iespējamajiem antiproliferatīvā efekta mehānismiem ir saistīts ar apoptozes

indukciju audzēju šūnās un process norit aktivējot iniciējošo kaspāzi-2 un efektoro

kaspāzi-7;

b) selenofēnhinoloniem un selenofēnkumarīniem var prognozēt ietekmi uz procesiem kas

saistīti ar iekaisumu norisi organismā;

c) selenofēnhinoloni un selenofēnkumarīni izraisa krasu SAF līmeņa samazināšanos šūnā,

un šī efekta iemesls iespējams ir kaspāzes-1 aktivācija, kuras rezultātā samazinās

mitohondriju elpošana, un savienojumu spēja inhibēt SOD aktivitāti, ka arī neitralizēt

brīvos radikālus;

d) ekstremāla SAF līmeņa samazināšanās šūnā ir vēl viens ceļš, kā rezultātā

selenofēnhinoloni un selenofēnkumarīni audzēju šūnās izraisa apoptozes indukciju;

e) N-metilpiperazilmetil kumarīns (82), 2- un 4-piridilaminokumarīni (83, 85) ietekmē MMP

aktivitāti un angioģenēzi.

3. EKSPERIMENTĀLĀ DAĻA

3.1. Lietotie reģenti un aparatūra 
Daudzkanālu spektrofotometrs (Tecan Infinite100, Austrija); homogenizātors Ultra 

Turrax T25 (Ikawerk, Janke and Kunkel Inc., Vācija); fluorescentais mikroskops (Eclipse TE300, 

Nikon, Japāna); mikroskops (Nicon Inverted Microscop ECLIPSE TE300) ar digitālo fotokameru 

(Nicon Coolpix990); laminārais velkmes skapis; CO2 inkubators (Hereaus); ultra zemas 
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temperatūras saldētava (Innova U101, New Brunswick scientific), šķidrā slāpekļa glabāšanas 

sistēma (CRYO Plus2, TermoScientific), datorprogrammas Prism 3.0, Image-Pro Plus 5.1., 

Magellan 6. 

2`,7`-dihlorfluoresceīna diacetāts (DCFDA); Dulbeko modificēta kultivēšanas vide 

(DMEM); 2,2-difenil-1-pikrilhidrazils (DPPH); 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoskābe) (DTNB); 

ditiotriētols (DTT); etilēndiaminotetraetiķskābe (EDTA); glutationa peroksidāze no buļļu 

eritrocītiem; glutations (GSH); nikotīnamīda adenīndinukleotīds (NADH);  nikotīnamīda 

adenīndinukleotīda fosfāts (NADPH); nitrotetrazolījs zilais (NBT); neitrālais sarkanais (NR); 

akridīna oranžais; etīdija bromīds; forbol-12-miristāt-13-acetāts (PMA); t-butilhidroperoksīds 

(TBH); asinsvadu endotēlija augšanas faktors (VEGF); 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolija bromīds (MTT); fetālais govs serums;  glutamīns; ekstracelulārais matrikss (BD 

MatrigelTM Basement Membrane Matrix High Concentration); fibroblastu augšanas faktors 

(bFGF); heparīns; adrenalīns; liellopu seruma albumīns (BSA); zelta tiomalāts; N-isobutil-N-(4- 

metoksifenilsulfonil)-glicilhidroksāmskābe (NNGH); p-nitro-tetrazolija zilais (NBT); 2,2`-

azobis(2-amino-propāna) dihidrohlorīds (AAPH); fluoresceīns; dimetilsulfoksīds (DMSO). Visi 

reaģenti no firmas Sigma, Acros Organic.  

 Šūnu kultūru audzēšanai izmantots sterils plastiks no firmas "Sarsted" (Vācija). 

3.2. Pētījuma objekti 

3.2.1. Selēnu saturošie savienojumi 

Neorganiskie selēna savienojumi 2-56 un organiskie selēna savienojumi 57-85 saņemti no 

Organiskās sintēzes institūta Farmakomodulatoru sintēzes grupas vad. Dr. ķīm. P.Arsenjana. 

Izmantoti komerciālie savienojumi: nātrija selenīts, L-selenometionīns, L-selenocisteīns; 

un 7-hidroksikumarīns (Sigma). 

3.2.2. Bioloģiskie objekti pētījumos in vitro un in vivo 

a) Šūnu kultūras.

Pētījumos in vitro izmantotas sekojošas šūnu līnijas:

A549 – cilvēka plaušu karcinoma;

B16 – peļu melanoma;

BHK21 – Sīrijas kāmja nieres fibroblasti;

CCL8 – peļu sarkoma;

HepG2 – cilvēka hepatocītu karcinoma;
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HT-1080 – cilvēka saistaudu fibrosarkoma; 

MCF-7 – cilvēka krūts adenokarcinoma;  

MDA-MB-435s – cilvēka krūts melanoma;  

MES-SA – cilvēka dzemdes sarkoma;  

MG-22A – peļu hepatosarkoma; 

Neuro2A – peļu neiroblastoma;  

NIH 3T3 – peļu embrija fibroblasti;  

S-180 - peļu sarkoma;

SHSY5Y – cilvēka neiroblastoma.

Šūnu līnijas iegūtas no ATCC un ECCC kolekcijām. HUVEC-2 - cilvēka nabas saites vēnas 

endotēlija šūnas, iegūtas no „BD™ Biosciences”. 

b) Laboratorijas dzīvnieki

Eksperimentos izmantotas ICR un Balb/c AnNCrl peles (20-23 g), sešu nedēļu vecumā.

Peles iegūtas eksperimentālo dzīvnieku audzētavā Charles River (Francija) un Rīgas Stradiņa 

universitātes eksperimenta dzīvnieku audzētavā (Latvija). Dzīvnieki tika turēti grupās pa 5 (būru 

izmērs 43x27x15cm, konstanta temperatūra 22±2oC, relatīvais mitrums 55±15%, ventilācija 15-

20 gaisa apjomu nomaiņa/st un 12 stundu gaismas/tumsas cikls. Dzīvnieku uzturēšanai izmanto 

pakaišus no firmas “Basic micro” (Holande) un barību no firmas “Lactamin” (Zviedrija). Barība 

un ūdens ir pieejami ad libitum. In vivo eksperimentu protokolus ir akceptējusi LR Pārtikas un 

Veterinārais dienests un LZP Ētikas komisija.  

c) Šūnu un audu homogenāti

Šūnu homogenātu pagatavošana. Šūnu masu audzē standarta šūnu kultivēšanas vidē

DMEM, kas satur 10% fetālo serumu, 4 mM glutamīnu, termostatā 37°C un 5% СО2 atmosfērā. 

Šūnas ar skrāpi savāc un atmazgā ar PBS buferi 2 reizes, centrifugējot 10 minūtes 1400 apg/min, 

4oC. Šūnām (107 šūnu) pievieno 1ml auksta lizējoša bufera (10 mM Trīs, 150 mM NaCl, 0.1 mM 

EDTA, 1mM DTT, pH=7.5). Šūnu masu homogenizē 5 min, 10000 apg/min un veic trīs 

sasaldēšanas /atsaldēšanas ciklus šķidrajā slāpeklī. Homogenātu centrifugē 15 minūtes 11000 

apg/min, 4oC. Supernatantu savāc un glabā -70oC.  

Audu homogenāta pagatavošana. Peles eitanizē ar ketamīna - ksilazīna injekciju un 

izņem aknas. 1g audu pievieno 5 ml lizējoša bufera (10 mM Tris, 2M NaCl, 1mM EDTA, 
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pH=8.0). Homogenizē 5 min, 10000 apg/min. Iegūto homogenātu centrifugē 15 min. 12000g, 

4oC. Supernatantu savāc un glabā -70oC.  

Proteīna koncentrāciju supernatantā nosaka ar testēšanas komplekta palīdzību (protein 

assay kit, Bio-Rad).  

3.3. Eksperimenti in vitro 

3.3.1. Citotoksiskā efekta noteikšana 

Dzīvo šūnu daudzumu nosaka ar vitālo krāsvielu MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolija bromīdu), kas parāda dzīvo šūnu mitohondriālo oksidoreduktāžu aktivitāti. 

Mitohondriālie fermenti reducē MTT tetrazolija sāli par nešķīstošu formazānu, kam ir purpura 

krāsa  [247].  

Šūnas audzē standarta šūnu kultivēšanas vidē DMEM, kas satur 10% fetālo serumu, 4 

mM glutamīnu, bez antibiotiku klātbūtnes, termostatā 37°C un 5% СО2 atmosfērā. 

Eksperimentam šūnas uzsēj uz 96 lauciņu platēm kultivēšanas vidē DMEM kopā ar testējamo 

savienojumu dažādās koncentrācijās un kultivē 72 st. Pēc inkubācijas ar savienojumu, pievieno 

MTT šķīdumu (gala konc. 0.2 mg/ml) katrā plates lauciņā. Inkubē 3 stundas (37oC, 5% CO2), pēc 

tam vidi ar MTT šķīdumu noņem un saistīto krāsvielu ekstrahē, pievienojot 200 μl DMSO. 

Paraugu optisko blīvumu (OD; 540 nm) nosaka izmantojot daudzkanālu spektrofotometru (Tecan 

multiplate reader Infinite100). Aprēķina dzīvo šūnu daudzumu (%). IC50 (savienojuma 

koncentrāciju, kuras ietekmē iet bojā 50% šūnu) aprēķina ar programmas Graph Pad Prism® 3.0 

palīdzību. 

3.3.2. Bazālās toksicitātes noteikšana 

NR tests tiek veikts saskaņā ar standarta protokolu [128]. Pamatojoties uz NICEATM-

ECVAM validācijas pētījumu rezultātiem, šī testēšanas metode ir ieteicama pastāvīgiem 

pētījumiem pirms savienojumu akūtas toksicitātes noteikšanas eksperimentos ar grauzējiem 

[248]. Tests ir piemērots un lietderīgi izmantojams, lai novērtētu sākotnējās devas, tādējādi 

dzīvnieku izmantošanu katrā pētījumā var samazināt par 50% [129]. NR citotoksiskuma testā 

šūnu izdzīvošanas analīze pamatojas uz dzīvo šūnu spēju absorbēt un saistīt vitālo krāsvielu 

neitrālo sarkano. In vitro testa datus var izmantot, lai novērtētu sākuma devu akūtiem per os 

toksicitātes pētījumiem uz grauzējiem. 
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NIH 3T3 šūnas kultivē 96 lauciņu platēs DMEM vidē ar 5 % fetālo serumu 24 h. Pēc tam 

pievieno savienojumu 8 koncentrācijās (1000, 316, 100, 31, 10, 3, 1 µg/ml) un turpina inkubāciju 

vēl 24 st. Kontrolei izmanto neapstrādātas šūnas. Pēc inkubācijas ar savienojumu, šūnām noņem 

vidi un pievieno 150 μl NR (neitrālais sarkanais) krāsvielas šķīduma (0.05 mg/ml NR šķīdina 

DMEM vidē, 24 h inkubē 37°C un pirms lietošanas filtrē caur 0.22 µm filtru). Pēc 3 st. 

inkubācijas šūnas atmazgā ar fosfāta buferi (PBS) un saistīto krāsvielu ekstrahē ar etiķskābes, 

etalona un ūdens maisījumu (1:50:49 v/v). Paraugu optisko blīvumu (OD; 540 nm) nosaka 

izmantojot daudzkanālu spektrofotometru (Tecan multiplate reader Infinite100). IC50 aprēķina ar 

programmas Graph Pad Prism® 3.0 palīdzību. 

LD50 novērtē izmantojot IC50. In vivo LD50 sākuma devu aprēķina, ievietojot in vitro 

iegūto IC50 vērtību regresijas formulā [249]:  

log [LD50 (mM/kg)] = 0,439 x log [IC50 (mM)] + 0,621. 

Akūtās toksicitātes kategorijas (pēc Globally Harmonized System of Classification and Labelling 

of Chemicals (GHS) klasifikācijas): 

I   toksiskuma kategorija - LD50 ≤ 5 mg/kg; 

II  toksiskuma kategorija - LD50 > 5 mg/kg < 50 mg/kg (ļoti toksisks); 

III toksiskuma kategorija - LD50 > 50 mg/kg < 300 mg/kg (vidēji toksisks); 

IV toksiskuma kategorija - LD50 > 300 mg/kg < 2000 mg/kg (nedaudz toksisks); 

V  toksiskuma kategorija - LD50 > 2000 mg/kg < 5000 mg/kg (praktiski nav toksisks). 

 
3.3.3. Apoptozes noteikšana 

Apoptotisko un nekrotisko šūnu skaitu nosaka ar dubultās krāsošanas metodi, izmantojot 

fluorescentās krāsvielas: akridīnoranžo (OA) un etīdija bromīdu (EB) [250], ar modifikācijām. 

AO spēj saistīties ar DNS un RNS: saistoties ar DNS dubultspirāli veido kompleksu, kas 

fluorescē zaļajā spektrā (530 nm); ar vienpavediena DNS vai RNS veidojas kompleksi, kas 

fluorescē sarkanajā spektrā (630 nm). Krāsviela EB integrējas DNS struktūrā un tās fluorescence 

novērojama oranžajā spektrā (605 nm). Izmantojot abas krāsvielas var diferencēt dzīvotspējīgās, 

apoptotiskās un nekrotiskās šūnas. AO krāso šūnu kodolus zaļā krāsā, bet EB šūnas var absorbēt 

tikai caur bojātu membrānu un tas krāso kodolu orandž-sarkanā krāsā. Šūnas diferencējas 

sekojoši: dzīvotspējīgās šūnas - morfoloģiski normāls izskats ar zaļu kodolu; šūnas agrīnā 

apoptozes stadijā – zaļš kodols ar kondensētu un fragmentētu hromatīnu, šūnas apoptozes beigu 

stadijā – kondensēts un fragmentēts oranži-sarkani krāsots hromatīns; nekrotiskas šūnas - 

morfoloģiski normālas ar oranži-sarkanu kodolu.  
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Apoptozes noteikšanai MCF-7 šūnas audzē 96-lauciņu platē, koncentrācijā 10000 

šūnu/lauciņā. Pēc 24 stundām šūnām pievieno savienojumu devā 100 µM un inkubē 4 vai 24 

stundas. Pēc inkubācijas šūnas atmazgā ar PBS un pievieno 40 µl OA/EB krāsvielu maisījumu 

(100 µg/ml AO un 100 µg/ml EB). Krāso 2 min, šūnas atmazgā ar PBS un analizē ar fluorescentā 

mikroskopa palīdzību 400x palielinājumā. Rezultātus fotografē ar digitālo kameru. Apoptotisko 

un nekrotisko šūnu daudzumu aprēķināšanai izmanto NIS Elements Basic Research A 

programmatūru. Katrā paraugā tika saskaitītas ne mazāk kā 300 šūnas. 

 
3.3.4. SAF daudzuma noteikšana šūnās 

SAF līmeni šūnās nosaka izmantojot fluorescējošu krāsvielu - 2`,7`-dihlorfluoresceīna 

diacetātu (DCFDA) [251]. Pēc DCFDA iekļūšanas šūnā, ar iekššūnas esterāžu palīdzību, tas tiek 

deacilēts līdz nefluorescējošam savienojuma, kurš reaģējot ar SAF (hidroksila, peroksila u.c. 

radikāļi) oksidējas līdz fluorescējošam savienojumam - 2`,7`-dihlorfluoresceīnam (DCF). 

MG-22A, HepG2 vai MCF-7 šūnas audzē 96-lauciņu platē, koncentrācijā 10000 šūnu/ 

lauciņā. Pēc 48 stundām šūnām pievieno testējamo savienojumu devā 100 µM un inkubē 10 min 

vai 24 stundas. Izmantotas divas eksperimenta shēmas (2.4.att.). A-shēma: pēc inkubācijas šūnas 

atmazgā ar PBS un pievieno 5 µM DCFDA šķīdumu PBS buferī. Šūnas krāso 30 min, 37oC, 5% 

СО2 atmosfērā, pēc tam vienu reizi atmazgā ar PBS un izmēra fluorescences intensitāti (Ex/Em -

485/535 nm).  

Lai noteiktu šūnu spēju atbildēt uz izraisīto oksidatīvo stresu, šūnas pēc inkubācijas ar 

savienojumu apstrādā pēc B-shēmas (2.3. att.): šūnām pievieno 200 µM t-butilhidroperoksīdu, 

inkubē 2 st., atmazgā ar PBS un pievieno 5 µM DCFDA šķīdumu PBS buferī un krāso 30 min, 

37oC, 5% СО2 atmosfērā. Šūnas atmazgā vienu reizi ar PBS un izmēra fluorescences intensitāti. 

Aprēķina SAF daudzumu paraugos, nosakot savienojuma efekta procentuālo attiecību pret 

kontroles šūnām bez savienojuma. Katram savienojumam tika veikti 6 atkārtojumi.  

 
3.3.5. Kaspāžu aktivitātes noteikšana 

Kaspāžu aktivitātes noteikšanai šūnās izmanto testēšanas komplektu (Caspase 

Fluorometric Substrate Set, BioVision) un darbus veic pēc protokola. Komplektā ietilpst 

specifiski substrāti 9 dažādu kaspāžu noteikšanai: kaspāzes -1, -2, -3/7, -4, -5, -6, -8, -9, -10.  

MCF-7 šūnas audzē 96-lauciņu platē, koncentrācijā 10000 šūnu/lauciņā. Pēc 48 stundām 

šūnām pievieno testējamo savienojumu devā 100 µM, inkubē 4 stundas. Pēc tam plati ar šūnām 

centrifugē (1500 apg/min, 5 min), noņem vidi un pievieno lizējošo buferi, inkubē 10 min uz 
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ledus, pievieno reakcijas buferi un kaspāzei atbilstošo substrātu, inkubē 1 st. un izmēra 

fluorescences intensitāti (Ex/Em – 400/505 nm). Savienojuma ietekmi izsaka procentos pret 

kontroles šūnām. 

 
3.3.6. Angioģenēzes pētījumi in vitro  

Angioģenēzes pētījumos in vitro izmanto cilvēka nabas saites vēnas endotēlija šūnu līniju 

HUVEC-2 („BD™ Biosciences”). Šūnas audzē kultivēšanas vidē (BD™ Biosciences) uz virsmas 

(BD Biocoat™), kas apstrādāta ar kolagēnu I. 

Kapilāru tīkla struktūras veidošanos novērtē, audzējot endotēlija šūnas uz ekstracelulāra 

matriksa (matrigel, BD™ Biosciences), izmantojot testēšanas komplektu (In vitro angiogenesis 

assay kit, Cayman), pēc adaptētas metodikas [252].  

 96-lauciņu plates pārklāj ar matrigēlu (40µl/lauciņā) un polimerizē 60 min 37oC, 5% СО2 

atmosfērā. Šūnas uzsēj uz polimerizētā matrigēla 10000 šūnas/lauciņā, kultivēšanas vidē ar vai 

bez savienojumiem. Kā angioģenēzes standarta inhibitoru izmanto 1 µM JNJ-10198409. 

Angioģenēzi inducē ar 1 µM PMA (forbol-12-miristats 13-acetāts). Šūnas 24 stundas inkubē 

37°C, 5% СО2 atmosfērā, lai vizualizētu šūnu organizāciju. Endotēlija šūnu diferencēšanos un 

kapilāru tīkla struktūru veidošanos detektē invertā mikroskopā un fotografē 80x palielinājumā. 

Kapilāru tīkla struktūras garumu nosaka ar datorprogrammu ImagePro-Plus 4.1., saskaitot kopējo 

struktūru garumu katrā skatu laukā. Struktūru garumu, kas veidojas PMA klātbūtnē pieņem par 

100%. 

 
3.3.7. Superoksīda dismutāzes aktivitātes noteikšana 

 SOD fermenta aktivitātes noteikšanai izmanto spektrofotometrisku metodi, kuras pamatā 

ir spontānās adrenalīna oksidēšanās līdz adrenohromam inhibīcija ar SOD bāziskā vidē [253]. 

Reakcija norit 0.05 M karbonāta buferī, pH=10.2, reakcijas maisījums satur 6 U/ml attīrīta 

fermenta (cilvēka eritrocītu SOD, Sigma) vai 0.22 mg olbaltv./ml MG-22A šūnu homogenāta vai 

0.02 mg olbaltv./ml peļu aknu audu homogenātu un 1.8 mg/ml epinefrīna; ar vai bez testējamiem 

savienojumiem 100 µM koncentrācijā. Optiskā blīvuma pieaugumu nosaka pie 340 nm ar 

daudzkanālu spektrofotometru, veicot mērījumus katru minūti, 10 minūtes. SOD aktivitāti izsaka 

inhibīcijas procentos no adrenalīna oksidēšanās līmeņa. 
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3.3.8. Glutationa peroksidāzes aktivitātes noteikšana 

Glutationa peroksidāze ir ferments, kas sadala H2O2 reducētā glutationa klātbūtnē. Tā 

aktivitāti nosaka spektrofotometriski, pēc oksidētā NADPH daudzuma, kas veidojas reakcijas 

gaitā un ir proporcionāls Gpx aktivitāte [254].   

MG-22A šūnu (0.22 mg olbaltv./ml) vai aknu audu (0.02 mg olbaltv./ml) homogenātu 

pievieno reakcijas maisījumam, kas satur 1 mM GSH, 0.2 U/ml glutationa reduktāzes un 0.4 

mg/ml NADPH, ar vai bez pārbaudāmajiem savienojumiem 100 µM koncentrācijā. Maisījumu 

inkubē 10 min un reakciju uzsāk, pievienojot t-butilhidroperoksīdu (0.001%). NADPH 

oksidēšanās līmeni nosaka mērot paraugu optisko blīvumu pie 340 nm ar daudzkanālu 

spektrofotometru, mērījumus veic 1 reizi minūtē, 5 minūtes. No iegūtajiem datiem aprēķina 

reakcijas ātrumu un fermenta inhibīcijas % savienojumu ietekmē, salīdzinot ar kontroli. 

 
3.3.9. Tioredoksīna reduktāzes aktivitātes noteikšana 

Tioredoksīna reduktāzes aktivitāti nosaka izmantojot DTNB kā substrātu [255]. Reakcija 

norit 50 mM kālija fosfāta buferī, pH=7.0. Reakcijas maisījums satur šūnu homogenātu (0.4 mg 

olbaltv./ml), 1 mM EDTA, 50 mM KCl, 0.2 mg/ml BSA, 0.25 mM NADPH un 0.5 mM DTNB. 

Absorbcijas blīvuma izmaiņas nosaka pie 405 mn uz daudzkanālu spektrofotometra. Tā kā DTNB 

kā substrātu var izmantot arī citas šūnās esošās reduktāzes [256], lai noteiktu tieši TrxR aktivitāti 

izmanto 200 µM zelta tiomalātu, kas ir specifisks TrxR inhibitors. Aprēķinot reakcijas ātrumu 

starpību ar un bez zelta tiomalāta, nosaka TrxR fermenta aktivitāti un aprēķina fermenta 

inhibīcijas % savienojumu ietekmē, salīdzinot ar kontroli. 

 

3.3.10. MMP aktivitātes noteikšana 

MMP aktivitātes noteikšanai izmanto “MMP Inhibitor Profiling Kit” (BIOMOL). 

Testēšanas komplekts satur sekojošas metaloproteāžu izoformas: MMP-1 – kollagenāze-1, MMP-

2 – želatināze-A, MMP-3 – stromlizīns-1, MMP-7 – matrilizīns-1, MMP-8 – kollagenāze-2, 

MMP-9 - želatināze-B, MMP-10 - stromlizīns-1, MMP-12 – makrofāgu metaloproteāze, MMP-

13 – kollagenāze-3, MMP-14 – membrānas 1-tipa matriksa MMP. Kā standarta inhibitors 

izmantots NNGH (N-izobutil-N-(4-metoksifenilsulfonil)-glicilhidroksāmskābe). 

MMP aktivitāti nosaka 96-lauciņu platē, kā reakcijas substrātu izmanto OmniMMPTM 

fluorescējošo substrātu Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH2. Substrāta hidrolīzes ātrumu 

nosaka pēc fluorescences (Ex/Em – 328/420 nm) intensitātes izmaiņām 10 min 37oC ar 

daudzkanālu spektrofotometru. 
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3.4. Eksperimenti in vivo 

 
3.4.1. Savienojumu pretvēža efekta noteikšana peļu modelī ar pārpotēto audzēju 

Peļu sarkomas S-180 šūnas koncentrācijā 5x106 šūnas/uz peli, tika transplantētas ICR 

pelēm zem ādas lāpstiņu rajonā. Eksperimentā izmanto peļu mātītes (20-23 g), sešu nedēļu 

vecumā, grupā 5 peles. Savienojumu ievadīšana tika uzsākta 24 stundas pēc audzēja 

transplantācijas, ievadīšanas veids – i.p.. Savienojumu iedarbību novēro pēc diviem parametriem: 

audzēja augšanas ātruma inhibīcija (AI%) un dzīvnieku dzīves ilguma izmaiņas (DZ%). 

Savienojumu iedarbības efekts uz audzēju tika novērtēts pēc formulas:  

AI% = 100 - C , kur C  - (audzēja apjoms V grupā ar savienojumu/audzēja apjoms V 

kontroles grupā)x100. Audzēja apjoms V(mm3) tika aprēķināts pēc elipsoīda formulas: 

V=4πab2/3, kur a ir maksimālais audzēja diametrs (mm) un b ir minimālais  audzēja diametrs 

(mm). Savienojumu iedarbības efekts uz dzīves ilgumu tika novērtēts pēc formulas: DZ=100- 

De*100/ Dk,  kur Dk- dzīves ilgums kontroles grupā, De - dzīves ilgums eksperimenta grupā. 
 

3.4.2. Angioģenēzes pētījumi in vivo  

 Tika pētīta sintezēto savienojumu ietekme uz angioģenezi in vivo, izmantojot 

vispārpieņemtu modeļu sistēmu – matrigēlu [257]. Darbam in vivo izmanto ekstracelulāru 

matriksu (BD MatrigelTM Basement Membrane Matrix High Concentration) atbilstoši „BD 

Biosciences” rekomendācijām, adaptējot metodi laboratorijas apstākļiem. Kā dzīvnieku modelis 

tika izmantotas Balb/c AnNCrl peļu mātītes. Pelēm veica anestēziju (2% Setona, 10% ketamīna 

šķīdums) un uz muguras zem ādas lāpstiņas apvidū ievadīja matrigēlu. Kopējais ievadītās vielas 

tilpums ir 500 µl, no kuriem 400 µl sastāda gēls, bet 100 µl piedevas, kas stimulē vai kavē 

asinsvadu veidošanos (VEGF, bFGF, DMEM, heparīns, sintezētie savienojumi). Pēc 10 dienām 

peli eitanizē ar ketamīna - ksilazīna injekciju, matrigēlu izņem un novērtē angioģenēzes procesus. 

Gatavo audu griezumus (mirotoms LEICA CM 1850), krāso ar hemotoksilīnu-eozīnu un 

fotografē ar digitālo fotokameru (Nikon Coolpix990) 100x palielinājumā. Asinsvadu skaitu 

nosaka ar programmu Image-Pro Plus 4.1..  

 
3.5. Brīvo radikāļu neitralizēšanas spējas pētījuma metodes 
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3.5.1. Peroksila radikāļa noteikšana ar ORAC  

Savienojumu spējas neitralizēt peroksila radikāļus nosaka izmantojot ORAC metodi [258]. 

Peroksila radikālis tiek radīts, izmantojot 2,2`-azobis(2-amino-propāna) dihidrohlorīdu (AAPH), 

kā detektoru izmanto fluoresceīnu. Reakcija notiek melnās 96-lauciņu platēs, 60 nM Na 

fluoresceīna šķīdumam (šķīdina 75 mM fosfāta buferī, pH=7.0) pievieno savienojumu dažādās 

koncentrācijās (4-1000 µM) un inkubē tumsā 37oC, 15 min. Pēc tam pievieno 40 mM AAPH un 

nolasa fluorescences intensitāti (Ex/Em – 485/535 nm) katru otro minūti vienu stundu. Mērījumi 

tiek veikti trīs atkārtojumos. Savienojumu efektu izsaka inhibīcijas procentos no maksimālā 

fluoresceīna fluorescences līmeņa bez savienojuma. IC50 vērtību savienojumiem aprēķina ar 

programmu GrafPad Prism 3.0. 

 
3.5.2. Riboflavīna/NBT sistēmā ģenerētā O2●- radikāļa noteikšana 

Savienojumu spēja neitralizēt superoksīda radikāļa veidošanos tika noteikta testā ar 

riboflavīnu un krāsvielu p-nitro-tetrazolija zilo (NBT) [259]. Reakcija noris 96-lauciņu platē, 

reakcijas maisījums satur 50 mM fosfāta buferi (pH=7.2), 12 mM EDTA, 1 µg riboflavīna, 10µl 

metanola, testējamo savienojumu dažādās koncentrācijās (0,5-1000 µM) un 5 µg NBT. Reakcijas 

maisījumu 5 min apgaismo ar UV gaismu un absorbcijas intensitāti nosaka pie 590 nm. 

Savienojumu ietekmi uz superoksīda radikāļu veidošanos aprēķina pēc formulas:  

inhibīcija %= [(ODkontrole - ODsavienojums)/ ODkontrole ] x 100.  

IC50 vērtību savienojumiem aprēķina ar programmu GrafPad Prism 3.0. 

 

3.5.3. Prooksidantu īpašības noteikšana, superoksīda ģenerācija 

Savienojumu spēja ģenerēt superoksīdu GSH klātbūtne noteikta pēc aprakstītas metodes 

[260]. Superoksīda daudzums noteikts pēc lucigenīna luminiscences intensitātes. Reakcijas norit 

0.05 M nātrija fosfāta buferī (pH=7.4), kuram pievienots 0.025 µg/ml lucigenīna. Paraugs ar tiolu 

satur 7 mg/ml GSH. Pievieno testējamos savienojumus koncentrācijā 0.5-1000 µM. 

Luminiscences intensitāti nosaka ar 30 sekundes intervāliem 20 min ar daudzkanāla fluorimetru 

(Tecan infinite M1000). Luminiscenci nosaka relatīvās vienībās.    
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SECINĀJUMI 

1. Atklāts ka amonija un alkilamonija selenīti un telurīti kavē audzēja šūnu HT-1080, MG-22A, 

B16 un Neuro2A proliferāciju in vitro, efektīvāk nekā nātrija selenīts, kuru parasti izmanto 

uztura bagātinātajos kā selēna avotu. Trietanolamonija hidroselenīts - aktīvākais šīs sērijas 

savienojums inhibē sarkomas S-180 augšanu in vivo par 81%.  

 
2. Salīdzinot ar zemu aminoskābju, dipeptīdu un tripeptīdu hidroselenītu citotoksisko efektu uz 

HT-1080 un MG-22A audzēju šūnu līnijām, tikai uz aminoetiķsābes, 3-aminopropānskābes, 

4-aminobutānskābes un 2-(3-aminopropoksi)etiķskābes bāzes izveidotie N-aizvietotie 

betaīna hidroselenīti parādīja lielisku pretvēža aktivitāti in vitro, kā arī augstu audzēju 

inhibīcijas pakāpi in vivo 83÷100%.  

 
3. Heterociklisko amonija hidroselenītu pretvēža aktivitāte kopumā raksturojās ar to, ka 

savienojumiem nav izteiktas struktūras - pretvēža aktivitātes sakarības. Imidazolīnija 

hidroselenītam ir selektīva ietekme uz audzēju un normālam šūnām ar plašu devas 

diapazonu, bet o-fenantrolīnija, benzimidazolīnija, un 2-tiobenzimidazolīnija hidroselenītiem 

– devu diapazons ir šaurs. 

 
4. Sililalkilaizvietotie heterocikli ir daudzsološi citotoksiskie aģenti ar samēra plašu 

selektīvitātes diapazonu uz audzēju un normālam šūnām un zemu vai mērenu aktivitāti in 

vivo benztiazola vai purīna atvasinājumu gadījumā. 

 
5. 4-Metil-1,2,3-selenadiazol-5-carboksiate amīdu sērijas savienojumus raksturo zema 

citotoksicitāte in vivo un pretrunīgs efekts in vivo. Piemēram, N-pirolidil un N-piperidil(4-

metil-1,2,3-selēndiazol-5-il)ketoni kavē sarkomas S-180 augšanu pelēs par 85% un 71%, bet 

N-[(S)- un N-[(R)-1-feniletil](4-metil-1,2,3-selēndiazol-5-il)ketoniem konstatēts pretējs 

efekts, attiecīgi audzēja augšana tiek inhibēta par 20% un stimulēta par 23%.    

 
6. Kondensēti selēnazolīnija sāļi – ūdenī šķīstošie savienojumi ar Se–N+ kovalento saiti, uzrāda 

līdzīgu vai augstāku antiproliferatīvu efektu salīdzinot ar nātrija selenītu.  

 

7. Selenofēn[3,2-c] un [2,3-c]hinolonu un kumarīnu modificēšana 2. un 3. pozīcijās selenofēna 

gredzenā noved pie augsta citotoksiskā efekta in vitro uz 9 audzēju šūnu līnijām un zemas 
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bazālās toksicitātes un paver potenciālu iespēju perspektīvas selēnu saturošo pretvēža 

preparātu struktūras izveidei. 

 
8. Veiktie audzēju šūnu iekššūnu procesu izmaiņas pētījumi selenofēnhinolonu un 

selenofēnkumarīnu ietekmē ļauj secināt, ka savienojumu zema toksicitāte un augsta 

antiproliferatīva aktivitāte ir saistīta ar spēju inducēt apoptozi, inhibēt specifiskas 

antioksidatīvas fermentatīvas sistēmas šūnā, t.i. superoksīda dismutāzi, glutationa 

peroksidāzi un tioredoksīna reduktāzi, un samazināt skābekļa aktīvo formu daudzumu šūnā. 
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lenopheno[3,2-c]- and [2,3-c]coumarins: Synthesis,
totoxicity, angiogenesis inhibition, and antioxidant
operties

vel Arsenyan a,*, Jelena Vasiljeva a, Irina Shestakova a, Ilona Domracheva a,
na Jaschenko a, Nadezhda Romanchikova a, Ainars Leonchiks b,
anna Rudevica b, Sergey Belyakov a

vian Institute of Organic Synthesis, Aizkraukles 21, 1006 Riga, Latvia

vian Biomedical Research and Study Centre, Ratsupites 1, 1067 Riga, Latvia

ntroduction

Since the coumarin system is found in the composition
any natural compounds, derivatives of coumarin have

ited considerable attention. Coumarins constitute an
ortant class of compounds, with several types of
rmacological agents possessing anti-cancer, anti-HIV,
icoagulant, spasmolytic and antibacterial activity,
ong others [1a–c]. Of the many actions of coumarins,
ioxidant and antiproliferative effects stand out. A large

ber of structurally novel coumarin derivatives have
mately been reported to show substantial cytotoxic
ivity in vitro and in vivo [1d,1e]. On this basis, medicinal
parations have been obtained and developed with a

wide range of biological activities (Psoralen, Angelicin,
Xanthotoxin, Bergapten, Nodakenetin, etc.). Imperatorin

exhibits an ability for inhibiting malicious tumor growth
[2a]. Osthole is effective in inhibiting the migration and
invasion of breast cancer cells by wound healing and
Transwell1 assays and effectively inhibits matrix metal-
loproteinase promoters and enzyme activity [2b]. Also,
unsubstituted coumarin exhibits cytotoxic activity [2c]. On
the other hand, selenium has attracted great interest as an
essential element and certain diseases have been eradi-
cated by dietary supplementation of this element [3a–
c]. Selenium is essential for cell metabolism as a
component of glutathione peroxidase and of other enzyme
systems. Current interest lies in the prevention of certain
cancers by supplementation with selenium [3d–
k]. Selenium appears to operate by several mechanisms
depending on the chemical form of selenium, the nature of
the carcinogenic process, and its dosage. There was no
significant difference in the potencies of selenate, selenite,
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A B S T R A C T

A simple method for the synthesis of substituted selenopheno[2,3-c] and -[3,2-

c]coumarins by treatment of the corresponding ethynylcoumarins with in situ prepared

selenium(IV) bromide in 1,4-dioxane-water was elaborated. Molecular structures for

selected derivatives were confirmed by X-ray diffraction measurements. The cytotoxic

activity of novel selenophenocoumarins showed higher activity and lower acute toxicity

than sodium selenite on various tumor cell lines as well as an ability for inhibiting matrix

metalloproteinases (MMP-1 – MMP-14), angiogenesis on matrigel in vitro and in vivo. The

compounds exhibit antioxidant and prooxidant properties.
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selenium dioxide, selenomethionine and selenocysteine to
inhibit the development of mammary tumors, drug-
resistant and drug non-resistant human ovarian tumor
cells [4a]. We reported previously the synthesis and
cytotoxic activity of selenopheno[3,2-c]- and -[2,3-c]qui-
nolones [4b] and 3-substituted benzo[b]selenophenes
[4c]. Taking into account the importance of selenium as
a trace element in the organism and our previous research
[4d–f], the present studies are connected with the
elaboration of synthetic methods, cytotoxic activity
studies, human matrix metalloproteinases (MMPs), angio-
genesis on matrigel in vitro and in vivo inhibition ability,
and antioxidant activity in a series of selenopheno[3,2-c]-
and [2,3-c]coumarins.

2. Results and discussion

During the last decade, benzo[b]selenophenes have
attracted increasing attention in both medicinal chemistry
and materials science. From a synthetic point of view, the
chemistry of selenium is usually quite complicated
[5]. Particularly, the preparation of 2-arylbenzo[b]seleno-
phenes requires multistep protocols, complex reaction
conditions and the use of toxic and hazardous chemicals
[6]. Recently, we reported a novel approach for the
cyclization of arylalkynes with selenium(IV) bromide
prepared in situ by dissolving selenium(IV) oxide in
concentrated hydrobromic acid using cyclohexene as a
bromine molecule scavenger, as well as the utilization of
others selenium(II) and (IV) halides in the same reaction
[7].

Our synthetic strategies for the insertion of seleno-
phene fragment to coumarins are presented in Scheme
1. We started with the incorporation of an ethynyl
substituent in positions 3 or 4 of 3-bromocoumarin (1)
and 4-(trifluoromethanesulfonyl)coumarin (2), correspond-
ingly, by a palladium-catalyzed reaction with 2-methyl-2-
hydroxybut-3-yne, N-propargylpiperidine, N-propargyl-
morpholine, and N-propargyl-N0-methylpiperazine under

Sonogashira cross-coupling conditions in N-methylpyrroli-
done (NMP) or DMF media using bis(triphenylphosphino)-
palladium(II) chloride or tetrakis(triphenylphosphine)
palladium(0) as catalysts in the presence of catalytic
amounts of copper(I) iodide and triethylamine as a base.
The desired ethynylcoumarins 3–6 and 7–10 were success-
fully prepared in good to excellent yields.

For the formation of the selenophene ring, we used an
addition reaction of selenium(IV) bromide to the triple
bond. A 1,4-dioxane solution of ethynylcoumarins 3–10
has been treated with in situ prepared selenium(IV)
bromide from selenium(IV) oxide and concentrated
hydrobromic acid at room temperature. Selenophenocou-
marins 11–18 were formed in satisfactory yields (61–72%).
It opens a simple and elegant way to the synthesis of a wide
range of a various substituted selenophenocoumarin
derivatives just in one step.

With the purpose of introducing the amino group in
position 3 of the selenophene ring, a Buchwald–Hartwig-
type coupling has been examined. After optimization of the
reaction conditions, Pd2dba3 as a source of palladium(0)
and xantphos as an appropriate ligand were chosen.
3-Bromo-2-morphol-4-yl-methylselenopheno[3,2-c]chro-
men-4-one (13) has been chosen for the modification as a
model compound. According to our results, 2-aminopyr-
idine readily reacts with 13, performing the reaction in
xylene at 120 8C using cesium carbonate as a base. The
desired 2-morphol-4-ylmethyl-3-(pyrid-2-ylamino)-sele-
nopheno[3,2-c]chromen-4-one (19) was isolated from the
reaction mixture in 90% yield. Pyrid-3-ylamino (20) and
pyridyl-4-ylamino (21) chromenones were obtained in
70% and 65%, correspondingly.

The structures of the studied compounds 11, 15, 14 and
21 are shown in Fig. 1. The crystal structures of these
compounds are different (Table 1). The molecular packing
of 11 is characterized by strong intermolecular halogen
bonding between bromide and carbonyl oxygen atoms.
The length of Br18���O19 is equal 3.267(4) Å, the angle
C3–Br18���O19 is 162.3(2)8. In the crystal structure,

O O

Br

O O

R

O O

Se
Br

R

O O

Se
NHAr

R

a c d

1                                         3 -6                                               11-14                                   19 -21

O O

OTf

O O

R

O O

Se

RBr

2                                           7- 10                                       1 5-18

Scheme 1. Synthesis of selenophenocoumarins. Reagents and reaction conditions: a: PdCl2 (10 mol %), Ph3P (20 mol %), CuI (10 mol %), terminal acetylene

(1.5 equiv), NMP, Et3N, 55 C, 20 h; b: (Ph3P)4Pd (5 mol %), CuI (20 mol %), terminal acetylene (1.5 equiv), DMF, Et3N, rt, 20 h; c: SeO2 (2 equiv), conc. HBr,

dioxane, rt, 24–48 h; d: Pd2dba3 (5 mol %), xantphos (5 mol %), pyridylamine (1.3 equiv), Cs2CO3 (2.7 equiv), xylene, 120 8C, 20 h. 3, 7, 11, 15 (R = CMe2OH), 4,

8, 12, 16 (R = CH2N(CH2)5), 5, 9, 13, 17 (R = CH2N(CH2CH2)2O), 6, 10, 14, 18 (R = CH2N(CH2CH2)2NMe), 19–21 (R = CH2N(CH2CH2)2O), 19 (Ar = 2–Py), 20

(Ar = 3–Py), 21 (Ar = 4–Py).
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lecules associate with centrosymmetric dimers by
ans of halogen bonds. Besides, there is a strong
rmolecular hydrogen bond of OH���O-type between

 hydroxy group and the pyrane oxygen, with a length of
28(5) Å (H15���O5 = 2.19 Å, O15–H15���O5 = 1308). By
ans of these hydrogen bonds, the chains along the
stallographic axis b form in the crystal structure. The
ph set of these chains is C(8), in accordance with

 classification of hydrogen bond motifs in crystals [8]. In
 crystal structure of 15, there is a strong intermolecular
���O hydrogen bond between the hydroxy group and the
bonyl oxygen (O15���O19 = 2.871(3)Å, H15���O19 = 2.01 Å,
–H15���O19 = 1518). By means of these bonds, the chains

h graph set C(8) form along the crystallographic axis a. In
 crystal structure, unlike in 11, there is no sigma-hole
raction with the bromine atom. In molecule 14, the
ir conformation occurs for the piperazine cycle. Also,
 conformation is observed for the morpholine cycle in 21. In

 crystal structure of 11, there are only weak intermolecular
��O interactions. A moderate intermolecular NH���O-type

hydrogen bond between the amino group and the morpho-
line oxygen occurs in the crystal structure of 21. Chain
formation [with graph set C(9)] along the monoclinic axis b

is determined by hydrogen bonds (N21���O18 = 3.108(2)Å,
H21���O19 = 2.18 Å, N21–H21���O18 = 1658).

In vitro antiproliferative activity caused by selenophe-
nocoumarins was tested on monolayer tumor cell lines
CCL-8 (mouse sarcoma), MDA-MB-435s (human melano-
ma), MES-SA (human uterus sarcoma), MCF-7 (human
breast adenocarcinoma, estrogen-positive), HT-1080 (hu-
man fibrosarcoma) and MG-22A (mouse hepatoma). Using
the NIH 3T3 (mouse fibroblasts) cell line the borderline
concentration, relevant to the highest tolerated dose, is
determined for each compound. The basal cytotoxicity is to
be used to predict starting doses for in vivo acute oral LD50

values in rodent [9] (Table 2). Sodium selenite (Na2SeO3)
was used as a reference. According to our data 3-bromo-2-
(1-hydroxy-1-methylethyl)selenopheno[3,2-c]chromen-
4-one (11) and its regioisomer 15 has no in vitro cytotoxic
effect on all studied tumor cell lines, besides, these

Fig. 1. Oak Ridge Thermal-Ellipsoid Plot Program (ORTEP) molecular structures of 11 (A), 15 (B), 14 (C), 21 (D).
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selenophenes are not toxic on NIH 3T3, their acute toxicity
being more than 2000 mg/kg (Table 2). More promising
results were obtained in a series of aminomethylseleno-
phenocoumarins 12–14 and 16–18. 3-Bromo-2-piperid-1-
ylmethylselenopheno[3,2-c]chromen-4-one (12) exhibits
the highest antiproliferative activity in vitro on the studied
tumor cell lines. The best results were obtained with
mouse sarcoma (CCL-8, IC50 = 16 mM) and human uterus
sarcoma (MES-SA, IC50 = 26 mM) cell lines. Morpholyl-
methyl- 13 and N-methylpiperazylmethylcoumarins 14
are less cytotoxic, however, the last one exhibits good
activity on MES-SA (IC50 = 9.4 mM), simultaneously with
quite high acute toxicity in vitro (LD50 = 334 mg/kg).
Compounds have tumor tissue-specific effects. Notably,
derivative 14 is more cytotoxic than sodium selenite
(IC50 = 29 mM). Also, in accordance with the results of
cytotoxic activity selenopheno[3,2-c]coumarins 12–14 are
more active against cancer cell growth than the corre-
sponding selenopheno[2,3-c]coumarins 16–18. In a
series of 2-morphol-4-ylmethyl-3-(pyridylamino)-seleno-
pheno[3,2-c]chromen-4-ones (19–21), we found that
2-pyridylamino derivative 19 has no cytotoxic activity
on studied cell lines, however, 3- and 4-pyridylaminocou-
marins 20 and 21 exhibit a medium antiproliferative effect

on tumor cell growth. Notably, selenophenocoumarin
21 was able to inhibit human breast adenocarcinoma cells
(MCF-7, IC50 = 18 mM). Furthermore, selenophenocoumar-
ins 12–21 (LD50 = 334–2000 mg/kg) are much less toxic
than Na2SeO3 (LD50 = 105 mg/kg).

Matrix metalloproteinases (MMPs), also designated as
matrixins, hydrolyze components of the extracellular
matrix. These proteinases play a central role in many
biological processes, such as embryogenesis, normal tissue
remodeling, wound healing, and angiogenesis, and in
diseases such as atheroma, arthritis, cancer, and tissue
ulceration. Matrix metalloproteinase MMP-2 (gelatinase
A) is very active at degrading extracellular matrix
[10]. Inhibition of matrix metalloproteinase enzymes by
synthesized selenolocoumarins 12–21 were detected on
the MMP Inhibitor Fluorimetric Profiling kit using NNGH
(N-isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl)glycylhydroxamic
acid) as a standard. According to our data, selenolocoumarins
12–18 exhibit no ability to inhibit MMPs (Table 3).

However, the introduction of aminopyridyl moiety
bromo substituent in 3-bromo-2-morphol-4-yl-methyl-
selenolo[3,2-c]chromen-4-one (13) molecule leads to a
selective increase of MMP-2 and MMP-14 inhibition.
2–Pyridylamino 19 and 3-pyridylamino derivative 20 are

Table 1

Crystal data for the studied compounds.

11 15 14 21

Brutto-formula C14H11BrO3Se C14H11BrO3Se C17H17BrN2O2Se C21H19N3O3Se

Formula weight 386.09 386.09 440.20 440.36

Crystal system Triclinic Monoclinic Monoclinic Monoclinic

a, [Å] 6.7735(5) 12.3871(4) 9.4797(2) 9.6710(2)

b, [Å] 9.4759(7) 6.7767(2) 18.4684(4) 16.4909(3)

c, [Å] 10.5577(9) 15.9261(5) 9.6250(3) 12.1335(3)

a, [8] 90.465(3) 90.0 90.0 90.0

b, [8] 96.238(3) 91.430(1) 94.217(1) 98.296(1)

g, [8] 94.580(6) 90.0 90.0 90.0

V, [Å3] 671.39(9) 1336.48(7) 1680.53(7) 1914.84(7)

Space group P1̄ P 21/n P 21/c P 21/c

Z 2 4 4 4

m, [mm�1] 5.77 5.80 4.62 1.99

Density (calc.) [g/cm3] 1.910 1.919 1.740 1.527

2umax for data [8] 57.0 59.0 57.0 59.0

Reflection collected 3838 6022 7507 9208

Independent reflections 3395 (Rint = 0.029) 3590 (Rint = 0.033) 4202 (Rint = 0.028) 5228 (Rint = 0.029)

Reflections with I > 3s(I) 2472 2661 3212 3798

Number of parameters 172 172 208 253

Final R-factor 0.036 0.035 0.050 0.034

wR2 index for all data 0.072 0.071 0.131 0.068

Temperature, [8C] –80 –120 –100 –100

Using programs SIR97, maXus SIR97, maXus SIR97, maXus SIR94, maXus

CCDC deposition number 913091 913093 913092 913094
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e to inhibit MMP-2 up to 26%. The best results, obtained
introducing a 4-pyridylamino group, selenolocoumarin
shows selective 54% inhibition of MMP-2 compared to
GH. In accordance with MMPs inhibition data, three
pounds (14, 19 and 21) were chosen for angiogenesis

ibition studies in vitro and in vivo. An in vitro

eriment has been performed on Matrigel (BD Bios-
ces) human umbilical vein endothelial cell line
VECs) tube formation model. According to the

ained experimental results, 3-bromo-2-(4-methylpi-
az-1-yl)-methyl-selenolo[3,2-c]chromen-4-one (14) is
e to inhibit angiogenesis by 84%, also 2- and 4-
idylaminocoumarins 19 and 21 slow down angiogenesis

by 3% and 95%, correspondingly. The angiogenesis model in

vivo was based on the use of Matrigel implants in Balb/c
AnNCrl mice (20 g, 4 weeks of age). It has been shown that
N-methylpiperazylcoumarin 14 retard angiogenesis by
30%. However, more interesting results were obtained for
pyridylaminocoumarins 19 and 21. 2–Pyridyl derivative 19
shows 36% angiogenesis inhibition level, but 4-pyridylcou-
marin 21 almost completely lost its ability in in vivo tests. In
our opinion, it could be explainable by coumarin cycle
hydrolysis during experiments on a living model. After
hydrolysis, compound 19 may form tridentate chelate
(pyridyl nitrogen, amino group, and carbonic acid moiety),
but with 4-pyridyl derivative 21 only the two-dentate form

le 2

itro cytotoxicity in monolayer tumor cell lines CCL-8 (mouse sarcoma), MDA-MB-435s (human melanoma) MES-SA (human uterus sarcoma), MCF-7

an breast adenocarcinoma, estrogen-positive), HT-1080 (human fibrosarcoma), MG-22A (mouse hepatoma) and normal cell line NIH 3T3 (mouse

blasts) caused by selenophenocoumarins.

mber CCL-8 MDA-MB-435s MES-SA MCF-7 HT-1080 MG-22A 3T3 LD50

mg/kg

IC50 IC50 IC50 IC50 IC50 IC50 IC50

2SeO3 8 12 29 17 1.7 64 23 105

 128 a a a a 246 a > 2000

 16 45 26 39 47 27 156 660

 104 47 a 111 a a a > 2000

 29 40 9.4 44 41 29 40 334

 96 a 259 184 93 79 a > 2000

 64 a a a a 50 2147 > 2000

 70 156 a 99 a 217 653 1476

 38 44 32 35 43 37 123 572

a a 195 134 a 166 a > 2000

 36 47 34 41 77 42 97 705

 41 36 44 18 41 27 46 484

: concentration (mM) providing 50% cell killing effect [(CV + MTT)/2].

No cytotoxic effect.

le 3

P and angiogenesis in vitro and in vivo inhibition caused by selenophenocoumarins 12–21.

mber MMP 1 MMP 2 MMP 3 MMP 7 MMP 8 MMP 9 MMP 10 MMP 12 MMP 13 MMP 14 Angiogenesis, %

in vitro in vivo

GHa 100 100 100 18.0 100 100 100 100 100 100

 8.5 9.0 9.4 3.1 0.0 10.6 11.3 11.6 8.1 19.3

 4.5 0.0 7.5 2.0 0.0 7.8 6.5 8.7 23.2 7.3

 10.1 14.7 10.0 6.4 0.0 11.2 14.0 13.3 12.2 33.5 84 � 14 30 � 4

 3.9 0.5 12.5 4.2 0.0 14.0 9.2 6.0 12.7 8.7

 0.9 10.8 4.5 7.3 0.0 1.5 1.5 0.0 6.1 11.9

 0.0 0.0 0.0 4.2 0.0 0.0 0.0 0.0 6.6 8.5

 0.0 0.0 0.0 6.5 0.0 2.4 0.0 0.0 7.0 13.7

 13.6 31.9 13.4 10.7 16.9 12.7 12.8 12.2 10.6 21.6 3 � 1 36 � 8

 18.5 26.4 14.1 14.2 15.4 15.3 16.3 13.8 23.7 24.6

 12.0 54.0 15.8 12.3 12.4 17.0 12.6 14.9 14.9 40.0 95 � 7 9 � 4
N-isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl)-glycylhydroxamic acid.
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is obtained. Further research will be connected with
profound SAR studies with the purpose to find more active
and selective substances.

Nowadays, there is an increased interest in using
antioxidants for medical purposes. According to literature
data, selenium-containing compounds possess modulating
activity of oxidative stress during carcinogenesis [11]. So,
we tested selected compounds (Table 4) on free radical,
super oxide, nitric oxide, peroxyl and hydroxyl radical
scavenging activities. Similar to coumarin and 7-hydro-
xycoumarin, selenophenocoumarins 11–20 were not able
to scavenge free radicals, nitric oxide, and hydroxyl
radicals. However, 3-pyridylamino coumarin 20 exhibits
low activity on super oxide concentration inhibition
(IC50 = 160 mM). Moreover, N-methylpiperazylamino-
methyl derivatives 14 and 18 are medium peroxyl radical
scavengers (IC50 = 62 and 87 mM, correspondingly). It
should be noted that coumarin 20 is only two times less
active than 7-hydroxycoumarin in peroxyl radical scav-
enging (IC50 = 4 mM). Selenium-containing compounds
showed high levels of superoxide generation in vitro via
the oxidation of reduced glutathione [12]. An inspection of
superoxide generation ability data showed activity caused
by (1-hydroxy-1-methylethyl)selenophenocoumarins 11
and 15 (627 and 950 RLU, correspondingly). Besides,
pyridylamino derivative 20 exhibits an 1875 RLU SOD
generation level.

3. Conclusions

In summary, we have elaborated a simple method for
the synthesis of substituted selenopheno[2,3-c] and -[3,2-
c]coumarins in the reaction of substituted ethynylcou-
marins with selenium(IV) bromide. The antiproliferative
activity of novel selenophenocoumarins showed higher
activity and lower acute toxicity than Na2SeO3 on various
tumor cell lines. Promising result received on mouse
sarcoma (CCL-8, up to IC50 = 16 mM) and human uterus

sarcoma (MES-SA, up to IC50 = 9.4 mM) cell lines. 3-(4–
Pyridylamino)-selenopheno[3,2-c]chromen-4-one 21 pos-
sesses the ability to inhibit human breast adenocarcinoma
cells (MCF-7, IC50 = 18 mM). Furthermore, selenopheno-
coumarins (LD50 = 334–2000 mg/kg) are much less toxic
than sodium selenite (LD50 = 105 mg/kg).

Selenophenocoumarin 21 shows a selective inhibition
ability of metalloproteinase MMP-2 (54%). Methylpiper-
azyl substituted selenophenocoumarin 14 is able to inhibit
angiogenesis by 84%, also 2- and 4-pyridylaminocoumar-
ins 19 and 21 slow down angiogenesis by 3% and 95%,
correspondingly. N-Methylpiperazylaminomethyl deriva-
tives 14 and 18 are medium peroxyl radical scavengers
(IC50 = 62 and 87 mM, correspondingly). It should be noted
that coumarin 20 is only two times less active than
7-hydroxycoumarin in peroxyl radical scavenging
(IC50 = 4 mM). Besides, pyridylamino derivative 20 exhibits
prooxidant activity (SOD = 1875 RLU).

4. Experimental

4.1. General

1H, 13C and 77Se NMR spectra were recorded on a Varian
400 Mercury spectrometer at 400.0, 100.3 and 39.74 MHz
correspondingly at 303 K in CDCl3/TMS or DMSO-d6

solution. The 1H chemical shifts are given relative to
TMS, 13C – relative to chloroform or DMSO, and 77Se –
relative to dimethyl selenide. The melting points were
determined on a ‘‘Digital melting point analyser’’ (Fisher),
the results are given without correction. Diffraction data
were collected on a Nonius KappaCCD diffractometer using
graphite monochromated Mo Ka radiation (l = 0.71073 Å).
The crystal structures were solved by direct methods and
refined by full-matrix least squares. The main crystallo-
graphic data and refinement parameters of the crystal
structures are listed in Table 1. For further details, see the
crystallographic data for these compounds deposited with
the Cambridge Crystallographic Data Centre as Supple-
mentary Publications. Copies of the data can be obtained,
free of charge, on application to CCDC, 12 Union Road,
Cambridge CB2 1EZ, UK.

4.1.1. General procedure for the preparation of 3-

alkynylchromen-2-ones 3–6
Argon gas was bubbled for 15 min at 40 C in a vial

charged with palladium(II) chloride (39 mg, 0.22 mmol),
triphenylphosphine (115 mg, 0.44 mmol) and copper(I)
iodide (42 mg, 0.22 mmol) in 4 mL of dry NMP. Then a
solution of 1 (0.5 g, 2.2 mmol) and terminal acetylene
(3.3 mmol) in dry NMP (5 mL), and triethylamine (1 mL)
was added to the reaction mixture. After 20 h of heating at
55 8C and usual workup, the crude product was purified by
flash chromatography on silica gel using the mixture
methylene chloride/methanol as an eluent.

4.1.1.1. 3-(3-Hydroxy-3-methyl-but-1-ynyl)chromen-2-one

(3): Yield: 46% [13].

4.1.1.1.1. 3-(3-Piperid-1-yl-prop-1-ynyl)chromen-2-one

(4). Yield: 42%, mp = 95–97 8C. 1H NMR (400 MHz,

Table 4

Radical scavenging activity (IC50, mM) caused by selenophenocoumarins.

Compound Super

oxide, IC50

Peroxyl

radical, IC50

Super

oxide

generation,

RLU

Coumarin – > 1000 –

7-hydroxycoumarin – 2 –

Resveratrol 17 1 –

11 – – 627

15 – – 950

12 – 320 –

16 710 598 –

13 – 1000 –

17 – 398 –

14 260 62 –

18 – 87 –

20 160 4 1875
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l3/TMS) d (ppm): 1.44–1.49 (2H, m, CH2CH2CH2), 1.60–
3 (4H, m, NCH2CH2), 2.55–2.58 (4H, m, NCH2), 3.53 (2H,
H2N), 7.25–7.32 (2H, m, 6-CH, 8-CH), 7.44 (1H, dd,
.4 Hz, J = 7.6 Hz, 5-CH), 7.50 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,
.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.84 (1H, s, 4-CH). 13C NMR

0.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 23.8 (NCH2CH2), 25.9
H2CH2CH2), 48.5 (NCH2), 53.4 (NCH2CH2), 78.9 (cou-

rin-C�C), 92.4 (coumarin-C�C), 112.9, 116.7, 118.7,
.7, 127.5, 131.9, 144.8 (C–O), 153.2 (4-CH), 159.5
O); elemental analysis calcd (%) for C17H17NO2:

6.38, H 6.41, N 5.24; found: C 76.11, H 6.33, N 5.07.
.1.1.2. 3-(3-morphol-4-yl-prop-1-ynyl)chromen-2-one

 Yield: 41%, oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d
m): 2.64 (4H, t, J = 4.6, CH2N), 3.56 (2H, s, CH2N), 3.76
, t, J = 4.6, OCH2), 7.27–7.31 (2H, m, 6-CH, 8-CH), 7.45
, dd, J = 1.4 Hz, J = 7.6 Hz, 5-CH), 7.52 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,
.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.85 (1H, s, 4-CH). 13C NMR

0.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 48.1 (NCH2CH2O), 52.3
H2CH2O), 66.8 (NCH2), 79.4 (coumarin-C�C), 91.2

umarin-C�C), 112.6 (3-C), 116.7, 118.6, 124.7, 127.6,
.1, 145.1 (C–O), 153.2 (4-CH), 159.4 (C5O); elemental
lysis calcd (%) for C16H15NO3: C 71.36, H 5.61, N 5.20;
nd: C 71.24, H 5.50, N 5.13.
.1.1.3. 3-(3-(4-Methylpiperaz-1-yl)prop-1-ynyl)chromen-

ne (6). Yield: 40%, oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d
m): 2.30 (3H, s, CH3), 2.40–2.58 (4H, m, CH2NCH3),
5–2.74 (4H, m, NCH2), 3.58 (2H, s, CH2N), 7.25–7.32 (2H,
6-CH, 8-CH), 7.44 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 7.6 Hz, 5-CH),
1 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.85
, s, 4-CH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):

9 (CH3N), 47.7 (NCH2), 51.9 (NCH2CH2NMe), 54.9
H2CH2NMe), 79.3 (coumarin-C�C), 91.6 (coumarin-

C), 112.7 (3-C), 116.7, 118.7, 124.7, 127.6, 132.1, 145.1
O), 153.2 (4-CH), 159.4 (C5O); elemental analysis calcd

 for C17H18N2O2: C 72.32, H 6.43, N 9.92; found: C 72.16,
.47, N 9.59.

2. General procedure for the preparation of 4-

nylchromen-2-ones 7–10
Argon gas was bubbled in a flask charged with 2 (0.5 g,

 mmol), acetylene (2.5 mmol), tetrakis(triphenylpho-
ine)palladium(0) (98 mg, 0.085 mmol) and copper(I)
ide (64 mg, 0.34 mmol) in 5 mL of dry DMF, then
thylamine (0.7 mL, 5.1 mmol) was added to the
ction mixture. After 20 h of stirring at room tempera-
e and usual workup, the crude product was purified by
h chromatography on silica gel using the mixture
thylene chloride/methanol as an eluent.

2.1. 4-(3-Hydroxy-3-methylbut-1-ynyl)chromen-2-one

[14] Yield: 98%.

.2.1.1. 4-(3-Piperid-1-yl-prop-1-ynyl)chromen-2-one

 Yield: 75%, oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d
m): 1.44–1.50 (2H, m, CH2CH2CH2), 1.63–1.69 (4H, m,

2CH2), 2.58–2.62 (4H, NCH2), 3.64 (2H, s, CH2N), 6.54
, s, 3-CH), 7.29–7.34 (2H, m, 6-CH, 8-CH), 7.54 (1H, ddd,
.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 5-CH), 7.85 (1H, dd,
.4 Hz, J = 8.2 Hz, 7-CH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/

S) d (ppm): 23.7 (NCH2CH2CH2), 25.9 (CH2CH2CH2),
6 (NCH2), 53.5 (NCH2CH2CH2), 78.9 (coumarin-C�C),
2 (coumarin-C�C), 116.9, 118.4, 118.9, 124.4, 126.7,

132.2, 137.3 (4-C), 153.5 (C–O), 160.1 (C5O); elemental
analysis calcd (%) for C17H17NO2: C 76.38, H 6.41, N 5.24;
found: C 76.27, H 6.44, N 5.19.
4.1.2.1.2. 4-(3-Morphol-4-yl-prop-1-ynyl)chromen-2-one

(9). Yield: 76%, oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d
(ppm): 2.66 (4H, t, J = 4.6, CH2N), 3.67 (2H, s, CH2N), 3.79
(4H, t, J = 4.6, OCH2), 6.54 (1H, s, 3-CH), 7.29–7.33 (2H, m,
6-CH, 8-CH), 7.55 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz,
5-CH), 7.83 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 7-CH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 48.1 (NCH2), 52.4
(NCH2CH2O), 66.8 (NCH2CH2O), 79.3 (coumarin-C�C),
97.9 (coumarin-C�C), 117.0, 118.3, 119.1, 124.4, 126.5,
132.3, 136.9 (4-C), 153.5 (C–O), 160.0 (C5O); elemental
analysis calcd (%) for C16H15NO3: C 71.36, H 5.61, N 5.20;
found: C 71.33, H 5.67, N 5.11.
4.1.2.1.3. 4-(3-(4-Methylpiperaz-1-yl)prop-1-ynyl)chromen-

2-one (10). Yield: 67%, oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 2.29 (3H, s, CH3), 2.42–2.57 (4H, m, CH2NCH3),
2.65–2.76 (4H, m, NCH2), 3.66 (2H, s, CH2N), 6.51 (1H, s, 3-
CH), 7.25–7.30 (2H, m, 6-CH, 8-CH), 7.52 (1H, ddd,
J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 5-CH), 7.81 (1H, dd,
J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 7-CH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/
TMS) d (ppm): 45.8 (NCH3), 47.5 (NCH2), 51.9
(NCH2CH2NMe), 54.7 (NCH2CH2NMe), 78.9 (coumarin-
C�C), 98.3 (coumarin-C�C), 116.6, 118.1, 118.7, 124.2,
126.5, 132.0, 136.9 (4-C), 153.2 (C–O), 159.8 (C5O);
elemental analysis calcd (%) for C17H18N2O2: C 72.32,
H 6.43, N 9.92; found: C 72.24, H 6.40, N 9.69.

4.1.3. General procedure for the preparation of

selenopheno[3,2-c], [2,3-c]-coumarins 11–18
3-Alkynyl-chromen-2-one 3–10 (1.0 mmol) in dioxane

was added to a solution of selenium dioxide (0.22 g,
2.0 mmol) in HBr (2 mL), and the mixture was stirred at
room temperature for 24–48 h. After the consumption of
substrate 3–10 (LC-MS), the reaction mixture was basified
by aqueous Na2CO3 and extracted with methylene
chloride. The organic phase was washed with brine, dried
over anhydrous Na2SO4, filtered, concentrated, and the
residue was purified by flash chromatography on silica gel
using the mixture methylene chloride/ethylacetate as an
eluent.

4.1.3.1. 3-Bromo-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)seleno-

pheno[3,2-c]chromen-4-one (11). Yield: 71%, mp = 224–
225 8C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 1.84
(6H, s, CH3), 2.86 (1H, br s, OH), 7.26 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,
J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.35 (1H, dd, J = 1.4 Hz,
J = 8.4 Hz, 8-CH), 7.47 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz,
J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.57 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 7.8 Hz, 9-CH).
13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 28.7
(C(CH3)OH), 74.8 (C(CH3)OH), 102.7, 117.1, 118.6, 124.2,
124.6, 125.4, 130.8, 150.1, 152.5, 155.8, 156.2 (C5O).
77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 605.9. ESI-MS
m/z 387 [M + 1]; elemental analysis calcd (%) for
C14H11BrO3Se: C 43.55, H 2.87; found: C 43.46, H 2.88.

4.1.3.2. 3-Bromo-2-piperid-1-ylmethylselenopheno[3,2-

c]chromen-4-one (12). Yield: 72%, mp = 224–226 8C. 1H
NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 1.46–1.52 (2H, m,
CH2CH2CH2), 1.60–1.66 (4H, m, NCH2CH2), 2.58–2.65
120
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(4H, m, NCH2), 3.72 (2H, s, CH2N), 7.25 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,
J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.33 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.4 Hz,
8-CH), 7.45 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH),
7.55 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 7.8 Hz, 9-CH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 23.9 (NCH2CH2CH2),
26.0 (NCH2CH2CH2), 55.1 (NCH2), 59.1 (NCH2CH2CH2),
117.1, 118.9, 124.2, 124.6, 130.7, 150.1, 155.6, 158.9
(C5O). ESI-MS m/z 426 [M + 1]; elemental analysis calcd
(%) for C17H16BrNO2Se: C 48.02, H 3.79, N 3.29; found:
C 48.00, H 3.95, N 3.01.

4.1.3.3. 3-Bromo-2-morphol-4-yl-methylselenopheno[3,2-

c]chromen-4-one (13). Yield: 75%, mp = 215–216 8C. 1H
NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.68 (4H, t, J = 4.6,
CH2N), 3.75 (4H, t, J = 4.6 Hz, OCH2), 3.78 (2H, s, CH2N), 7.26
(1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.35 (1H, dd,
J = 1.4 Hz, J = 8.4 Hz, 8-CH), 7.47 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,
J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.54 (1H, dd, J = 1.4 Hz,
J = 7.8 Hz, 9-CH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 53.9 (NCH2), 58.8 (NCH2CH2O), 67.0 (NCH2CH2O),
106.7, 117.1, 118.8, 124.2, 124.6, 130.9, 146.9, 150.2, 154.1,
155.5 (C5O). 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):
616.4. ESI-MS m/z 428 [M + 1]; elemental analysis calcd (%)
for C16H14BrNO3Se: C 44.99, H 3.30, N 3.28; found: C 44.91,
H 3.22, N 3.17.

4.1.3.4. 3-Bromo-2-(4-methylpiperaz-1-yl)-methylseleno-

pheno[3,2-c]chromen-4-one (14). Yield: 68%, mp > 230 8C.
1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.31 (3H, s, CH3),
2.42–2.56 (4H, m, CH2NCH3), 2.64–2.78 (4H, m, NCH2),
3.77 (2H, s, CH2N), 7.25 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz,
J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.34 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.4 Hz, 8-CH),
7.46 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.54
(1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 7.8 Hz, 9-CH). 13C NMR (100.6 MHz,
CDCl3/TMS) d (ppm): 46.0 (CH3N), 53.6 (NCH2), 55.2
(NCH2CH2NMe), 58.4 (NCH2CH2NMe), 106.2, 117.1, 118.9,
124.2, 124.6, 130.8, 148.1, 150.2, 154.0, 155.5 (C5O).
77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 618.2. ESI-MS
m/z 441 [M + 1]; elemental analysis calcd (%) for
C17H17BrN2O2Se: C 46.38, H 3.89, N 6.36; found:
C 46.30, H 3.71, N 6.00.

4.1.3.5. 1-Bromo-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)seleno-

pheno[2,3-c]chromen-4-one (15). Yield: 70%, mp > 200 8C.
1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 1.87 (6H, s, CH3),
2.94 (1H, br s, OH), 7.33 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz,
J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.42 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 8-CH),
7.52 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 9.23
(1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 9-CH). 13C NMR (100.6 MHz,
CDCl3/TMS) d (ppm): 28.3 (C(CH3)OH), 75.3 (C(CH3)OH),
100.8, 117.9, 118.7, 122.9, 123.8, 126.7, 130.1, 143.9, 153.0,
157.9 (C–O), 169.9 (C5O). 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/
TMS) d (ppm): 624.4. ESI-MS m/z 387 [M + 1]; elemental
analysis calcd (%) for C14H11BrO3Se: C 43.55, H 2.87; found:
C 43.51, H 2.82.

4.1.3.6. 1-Bromo-2-piperid-1-yl-methylselenopheno[2,3-

c]chromen-4-one (16). Yield: 64%, mp = 193–195 8C. 1H
NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 1.46–1.52 (2H, m,
CH2CH2CH2), 1.62–1.67 (4H, m, NCH2CH2), 2.62–2.67 (4H,
m, NCH2), 3.69 (2H, s, CH2N), 7.33 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,

J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.43 (1H, dd, J = 1.4 Hz,
J = 8.2 Hz, 8-CH), 7.52 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz,
J = 8.4 Hz, 7-CH), 9.12 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 9-CH).
13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 23.8
(NCH2CH2CH2), 26.2 (NCH2CH2CH2), 55.4 (NCH2), 60.4
(NCH2CH2CH2), 117.8, 118.5, 123.4, 123.8, 130.0, 143.8,
153.1 (C–O), 158.0 (C5O). 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/
TMS) d (ppm): 638.2. ESI-MS m/z 426 [M-1]; elemental
analysis calcd (%) for C17H16BrNO2Se: C 48.02, H 3.79,
N 3.29; found: C 47.88, H 3.61, N 3.11.

4.1.3.7. 1-Bromo-2-morphol-4-yl-methylselenopheno[2,3-

c]chromen-4-one (17). Yield: 65%, mp > 200 8C. 1H NMR
(400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.73 (4H, t, J = 4.0, CH2N),
3.76–3.79 (6H, m, CH2N, OCH2), 7.34 (1H, ddd, J = 1.4 Hz,
J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.43 (1H, dd, J = 1.4 Hz,
J = 8.2 Hz, 8-CH), 7.52 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz,
J = 8.4 Hz, 7-CH), 9.12 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 9-CH).
13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 54.2 (NCH2),
60.1 (NCH2CH2O), 67.0 (NCH2CH2O), 103.8, 117.8, 123.3,
123.9, 130.2, 143.5, 153.0, 157.8 (C–O), 160.9 (C5O).
77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 616.4. ESI-MS
m/z 428 [M + 1]; elemental analysis calcd (%) for
C16H14BrNO3Se: C 44.99, H 3.30, N 3.28; found: C 44.79,
H 3.14, N 3.22.

4.1.3.8. 1-Bromo-2-(4-methylpiperaz-1-yl)-methylseleno-

pheno[2,3-c]chromen-4-one (18). Yield: 67%, mp > 200 8C.
1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.34 (3H, s, CH3),
2.46–2.57 (4H, m, CH2NCH3), 2.72–2.80 (4H, m, NCH2),
3.77 (2H, s, CH2N), 7.34 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz,
J = 8.4 Hz, 6-CH), 7.44 (1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 8-CH),
7.53 (1H, ddd, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 9.14
(1H, dd, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz, 9-CH). 13C NMR (100.6 MHz,
CDCl3/TMS) d (ppm): 45.9 (CH3N), 53.8 (NCH2), 55.2
(NCH2CH2NMe), 59.6 (NCH2CH2NMe), 103.4, 117.8, 118.4,
123.4, 123.9, 127.6, 130.1, 143.5, 153.1, 157.9 (C–O), 162.0
(C5O). 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):
635.6. ESI-MS m/z 441 [M + 1]; elemental analysis calcd
(%) for C17H17BrN2O2Se: C 46.38, H 3.89, N 6.36; found:
C 46.27, H 3.81, N 6.20.

4.1.4. General procedure for the preparation of 2-morpholin-

4-ylmethyl-3-(pyridinylamino)-selenopheno[3,2-c]chromen-

4-ones 19–21
Argon gas was bubbled for 15 min in a vial charged with

13 (0.2 g, 0.47 mmol), Pd2dba3 (21 mg, 0.023 mmol),
xantphos (27 mg, 0.046 mmol) and pyridylamine (57 mg,
0.61 mmol) in 5 mL of xylene. Then freshly dried cesium
carbonate (0.412 g, 1.26 mmol) was added and the reaction
mixture was heated for 20 h at 120 8C. After usual workup,
the crude product was purified by flash chromatography
on silica gel using the mixture methylene chloride/
methanol as an eluent.

4.1.4.1. 2-Morphol-4-ylmethyl-3-(pyrid-2-ylamino)seleno-

pheno[3,2-c]chromen-4-one (19). Yield: 90%, mp = 195–
197 8C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.61
(4H, t, J = 4.6 Hz, CH2O), 3.64 (2H, s, CH2N), 3.73 (4H, t,
J = 4.6, NCH2), 6.68 (1H, d, J = 8.4 Hz, 3-CH–Py), 6.74 (1H, ddd,
J = 0.8 Hz, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz, 5-CH–Py), 7.29 (td, J = 1.2 Hz,
121



J = 7
7.4
(1H
J = 1
J = 1
TM
(NC
124
155
(pp
calc
C 5

4.1.

phe

155
(4H
J = 4
J = 8
CH
(1H
(1H
J = 1
J = 4
13C
57.
123
141
CDC
elem
H 4

4.1.

phe

205
(4H
J = 4
Py)
J = 0
ddd
J = 1
6-C
(NC
119
150
TM
ana
N 9

4.2.

MD
us 

estr
22A
(mo
Dul
ind
vat
tha

P. Arsenyan et al. / C. R. Chimie 18 (2015) 399–409 407
.8 Hz, 6-CH), 7.36 (1H, dd, J = 0.8 Hz, J = 8.2 Hz, 8-CH),
6 (1H, ddd, J = 1.6 Hz, J = 7.4 Hz, J = 8.4 Hz, 4-CH–Py), 7.51
, ddd, J = 1.6 Hz, J = 7.2 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.62 (1H, dd,
.2 Hz, J = 7.8 Hz, 9-CH), 8.04 (1H, br s, NH), 8.17 (1H, dd,
.2 Hz, J = 4.8 Hz, 6-CH–Py) 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/

S) d (ppm): 54.1 (NCH2), 58.7 (NCH2CH2O), 67.1
H2CH2O), 110.3, 115.4, 117.1, 119.6, 121.4, 124.0,
.8, 130.2, 133.9, 137.5, 138.2, 147.8, 149.6, 152.4,
.8, 158.5 (C5O). 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/TMS) d
m): 547.8. ESI-MS m/z 442 [M + 2]; elemental analysis
d (%) for C21H19N3O3Se: C 57.28, H 4.35, N 9.54; found:
7.21, H 4.33, N 9.50.

4.2. 2-Morphol-4-ylmethyl-3-(pyrid-3-ylamino)seleno-

no[3,2-c]chromen-4-one (20). Yield: 70%, mp = 153–
 8C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.55
, t, J = 4.6 Hz, CH2O), 3.38 (2H, s, CH2N), 3.71 (4H, t,
.6 Hz, CH2N), 7.09 (1H, ddd, J = 1.6 Hz, J = 2.7 Hz,
.2 Hz, 4-CH–Py), 7.17 (1H, dd, J = 8.2 Hz, J = 4.8 Hz, 5-

–Py), 7.30 (1H, td, J = 1.2 Hz, J = 7.8 Hz, 6-CH), 7.37
, dd, J = 0.8 Hz, J = 8.2 Hz, 8-CH), 7.47 (1H, br s, NH), 7.49
, ddd, J = 1.6 Hz, J = 7.4 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.62 (1H, dd,
.2 Hz, J = 7.8 Hz, 9-CH), 8.16 (1H, dd, J = 1.2 Hz,
.8 Hz, 6-CH–Py), 8.21 (1H, d, J = 2.7 Hz, 2-CH–Py)

 NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 53.9 (NCH2),
6 (NCH2CH2O), 67.0 (NCH2CH2O), 117.2, 119.4, 121.2,
.4, 123.6, 124.0, 124.9, 130.6, 134.2, 136.1, 139.5, 140.5,
.9, 149.7, 153.3, 158.5 (C5O). 77Se NMR (39.74 MHz,
l3/TMS) d (ppm): 542.4. ESI-MS: m/z 442 [M + 2];
ental analysis calcd (%) for C21H19N3O3Se: C 57.28,

.35, N 9.54; found: C 57.28, H 4.37, N 9.43.

4.3. 2-Morphol-4-ylmethyl-3-(pyrid-4-ylamino)seleno-

no[3,2-c]chromen-4-one (21). Yield: 65%, mp = 202–
 8C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 2.59
, t, J = 4.6 Hz, CH2O), 3.46 (2H, s, CH2N), 3.72 (4H, t,
.6 Hz, NCH2), 6.60 (2H, d, J = 5.9 Hz, 3-CH–Py, 5-CH–

, 7.31 (1H, td, J = 1.2 Hz, J = 7.8 Hz, 6-CH), 7.37 (1H, dd,
.8 Hz, J = 8.2 Hz, 8-CH), 7.44 (1H, br s, NH), 7.50 (1H,
, J = 1.6 Hz, J = 7.4 Hz, J = 8.4 Hz, 7-CH), 7.62 (1H, dd,
.2 Hz, J = 7.8 Hz, 9-CH), 8.33 (2H, d, J = 5.9 Hz, 2-CH–Py,
H–Py). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 53.9
H2), 57.6 (NCH2CH2O), 67.0 (NCH2CH2O), 110.2, 117.3,
.3, 121.4, 124.1, 124.9, 130.8, 134.2, 138.4, 149.8, 150.3,
.9, 153.4, 158.0 (C5O). 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3/
S) d (ppm): 548.5. ESI-MS m/z 442 [M + 2]; elemental
lysis calcd (%) for C21H19N3O3Se: C 57.28, H 4.35,
.54; found: C 57.10, H 4.39, N 9.37.

 In vitro cytotoxicity assay

Monolayer tumor cell line: CCL-8 (mouse sarcoma),
A-MB-435s (human melanoma) MES-SA (human uter-
sarcoma), MCF-7 (human breast adenocarcinoma,
ogen-positive), HT-1080 (human fibrosarcoma), MG-

 (mouse hepatoma) and normal cell line NIH 3T3
use fibroblasts) were cultured in standard medium
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) without an
icator (‘‘Sigma’’) supplemented with 10% heat-inacti-
ed fetal bovine serum (‘‘Sigma’’). After the ampoule was
wed, the cells from 1 to 4 passages were used. About

2–5 � 104 cells/mL (depending on line nature) were placed
in 96-well plates immediately after compounds had been
added to the wells. The control cells without test
compounds were cultured on separate plates. The plates
were incubated for 72 h, 37 8C, 5% CO2. The number of
surviving cells was determined using tri(4-dimethylami-
nophenyl)methyl chloride (Crystal Violet) or 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinium bromide
(MTT). MTT-test: after incubating with preparations, the
culture medium was removed and 200 mL of fresh medium
with 10 mM HEPES were added in each well of the plate,
than 20 mL MTT (2 mg/mL in HBSS) were added. After
incubation (3 h, 37 8C, 5% CO2), the medium with MTT was
removed and 200 mL of DMSO and 25 mL of glycine buffer
(pH 10.5) were added at once to each sample. The samples
were tested at 540 nm on Anthos HT II photometer. CV-
test: after incubating with preparations cell culture was
removed and 100 mL of 1% glutaraldehide in HBSS was
added to each well. After incubation (15 min) the HBSS
with glutaraldehide washed off H2O (1 time) and 0.05%
crystal violet were added. After incubation with dye
(15 min), the samples were washed off with H2O (3 times),
and citrate buffers (pH 4.2) and ethanol (1:1) were added.
The samples were tested at 540 nm.

4.3. MMP assay

Inhibitors of matrix metalloproteinase enzymes were
detected with the use of MMP Inhibitor Fluorimetric
Profiling kit (Biomol, USA) accordingly to the manufac-
turer’s instructions. MMP activity assays were performed
in 96-well plates using the recombinant human MMP-1–
10, 12, 13 and 14 catalytic domains and OmniMMPTM

fluorogenic substrate Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-
NH2. The test compounds (20 mM) were dissolved in
DMSO. The compound NNGH (N-isobutyl-N-(4-methox-
yphenylsulfonyl)-glycylhydroxamic acid) was used as a
prototypic control inhibitor. The rate of substrate hydro-
lysis was determined by fluorescence intensity measure-
ments for 10 min at 37 8C using a fluorescence plate reader
(Tecan infinite M1000, Austria) with excitation at 328 nm
and emission at 420 nm. Data analysis was performed
using program GraphPad Prism1 4.0.

4.4. In vitro angiogenesis assay on matrigel

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were
purchased from BDTM Biosciences and cultured in Vascular
Cell Basal Medium (ATCC PCS-100-030) containing Endo-
thelial Cell Growth kit (ATCC PCS-100-040) with growth
factors and 2% fetal bovine serum. Cells were grown at
37 8C in a humidified atmosphere of 5% CO2–95% air.
HUVECs used for the experiments were between passage
2 and 4.

The in vitro Angiogenesis Assay Kit (Item. No. 10009964,
Cayman Chemical Company) was used in addition to the
HUVEC proliferation assay. The BD Matrigel (BD Matrigel
TM Basement Membrane Matrix, High Concentration) was
thawed at 4 8C and mixed to homogeneity using cooled
pipette tips. Cell culture plates (96-well) were bottom-
coated with a thin layer of BD Matrigel (40 mL/well), which
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was left to polymerize at 37 8C for 60 min. HUVEC
(1 � 104 cells) were stimulated with 0.25 mM PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate) in 80 mL of medium
and added to each well on the solidified BD Matrigel. The
culture medium was added to each well in the presence or
in the absence of compounds. The plates were incubated at
37 8C for 18–20 h and the endothelial tubes were quanti-
fied using a fluorescent microscope after staining with
Calcein AM. Three microscope fields were selected at
random and photographed. Tube formation was analyzed
with an imaging system (Image-Pro 4.1). Each experiment
was performed at least three times.

The murine Matrigel plug assay can be used to evaluate
the anti-angiogenic effect. Female Balb/c AnNCrl mice
(20 g, 4 weeks of age) were obtained from Charles River
Laboratories. Before injection, heparin was incubated with
bFGF, VEGF and with or without tested compounds for
5 min, then diluted into phenol red-free MatrigelTM (BD
Basement Membrane Matrix High Concentration, Catalog
No. 354248) on ice for a final concentration of 60 units/mL
heparin, 10 mg/mL bFGF, 100 ng/mL VEGF. Then, mice were
subcutaneously injected under anesthesia (setona/keta-
mine) with 0.5 mL of MatrigelTM alone or with MatrigelTM

containing bFGF, VEGF and tested compounds. PBS was
used as a negative control, and VEGF as a positive control.
Ten days after injection, mice were euthanized, and the
Matrigel plugs were removed, embedded in OCT (Tissue-
Tek), and frozen. Forty-micron sections (n = 5 sections per
plug) were stained with hematoxylin/eosin and analyzed
by confocal microscopy (Nicon). The Image-Pro Plus
analysis system was used to quantify the percentage of
area occupied by the vessel-like structures in each field.

4.5. Free radical scavenging activity [15]

The ability to scavenging the stable free radical, DPPH,
was measured as a decrease in absorbance at 517 nm by
the method of Brand–Williams et al. with some modifica-
tions. Several concentrations of test compounds in DMSO
were prepared. The compound solution (0.1 mL) was
added to the ethanol DPPH solution (0.1 mL, 0.2 mM)
and the mixture was kept in the dark for 120 min. The
absorbance at 517 nm was then measured by Tecan infinite
M1000 (Tecan) fluorometer. The percentage of scavenging
activity was calculated using the following formula:

% scavenging=inhibition¼ absorbanceof controlð½
�absorbanceof testsampleÞ=absorbanceof control��100

The IC50 values for each compound as well as for the
standard preparation were calculated by computer pro-
gram GraphPad Prism 3.0.

4.6. Superoxide free radical scavenging activity [16]

Ten microliters of a riboflavin solution [0.1 mg/mL],
10 mL of an EDTA solution [12 mM], 10 mL of methanol and
5 mL of a NBT (nitro-blue tetrazolium) solution [1 mg/mL]
were mixed in a test tube and the reaction mixture was

absorbance of the solution was measured at 590 nm using
a phosphate buffer as a blank after illumination for 5 min.
This was taken as a control. Several solutions with different
concentrations of test compounds in DMSO or water were
prepared. To each of these, 10 mL of riboflavin, 10 mL of
EDTA, 10 mL of methanol, 5 mL of NBT and 15 mL of the test
compounds were mixed in a 96-well plate and further
diluted up to 150 mL with a phosphate buffer.

Absorbance was measured after illumination for 5 min
at 590 nm on fluorometer Tecan infinite M1000 (Tecan).
The percent of scavenging activity was calculated using the
following formula:

% scavenging=inhibition¼ absorbanceof controlð½
�absorbanceof testsampleÞ=Absorbanceof control��100

The IC50 values for each compound as well as for the
standard preparation were calculated by computer pro-
gram GraphPad Prism 3.0.

4.7. Nitric oxide radical scavenging

At physiological pH, nitric oxide generated from an
aqueous sodium nitroprusside (SNP) solution interacts
with oxygen to produce nitrite ions, which may be
quantified by the Griess reaction. The reaction mixture
contained 10 mM SNP, phosphate buffered saline (pH 7.4)
and various doses (4–1000 mM) of the test solution in a
final volume of 0.09 mL. After incubation for 30 min at
25 8C, 0.150 mL of Griess reagent (1% sulfanilamide, 2%
H3PO4, 0.1% napthylethylenediamine dihydrochloride)
was added and the mixture was incubated for 20 min at
25 8C. The absorbance of the chromophore formed was
measured at 546 nm on Tecan infinite M1000 (Tecan)
spectrometer. Curcumin was used as the positive control.
The percentage of scavenging activity was calculated using
the following formula:

% scavenging=inhibition¼ absorbanceof controlð½
�absorbanceof testsampleÞ=absorbanceof control��100

The IC50 values for each compound as well as for the
standard preparation were calculated by computer pro-
gram GraphPad Prism 3.0.

4.8. Peroxyl radical scavenging [17]

Analyses were conducted in a phosphate buffer (pH
7.4 at 37 8C). Peroxyl radicals were generated using 2,20-
azo-bis(2-amidinopropane)dihydrochloride, which was
freshly prepared for each run. Fluorescein was used as
the substrate. Fluorescence conditions were as follows:
excitation at 485 nm and emission at 520 nm. Sodium
fluorescein was dissolved in phosphate buffer solution (PBS)
(75 mM, pH = 7.0) to obtain a stock solution of 4.8 mM. The
working solution (60 nM) was obtained by subsequent
dilution in PBS. A solution of AAPH (2,20-azo-bis
(2-amidinopropane)dihydrochloride) was prepared at a

concentration of 40 mM. All measurements were performed
diluted up to 150 mL with a phosphate buffer [50 mM]. The
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riplicate. A blank was run with each assay. The analysis
s performed using black 96-well microplates
ncTM) and a Tecan infinite M1000 (Tecan) multilabel
nter. The sample (20 mL) was mixed with sodium
rescein (120 mL) and incubated for 15 min at 37 8C.

AAPH (60 mL) solution was then added to the mixture
 the microplate was shaken. The fluorescence

xcitation = 485/14 nm; lemission = 535/25 nm) was regis-
d every 2 min for 1 h. The quantitation of the

ioxidant capacity was based on the calculation of
 area under the curve (AUC).

 Superoxide anion generating activity [11]

The control chemiluminescent (CL) assay cocktail
hout substrates or GSH was made using a 0.05 M
ium phosphate buffer (pH 7.4) containing 0.025 mg
igenin/mL. The assay cocktail with thiol contained 7 mg

/mL. To aliquots of thiol containing the assay cocktail
s added each selenium compound in various doses
1000 mM) of the test solution in DMSO. Chemilumi-
cent data were recorded at 25 8C in 30-s integrated
ts over a period of up to 20 min with Tecan infinite
000 (Tecan). There was a 3-s instrumental delay
ween integrations.
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THE SYNTHESIS AND CYTOTOXIC PROPERTIES OF SELENO- 

PHENO[3,2-c]- AND SELENOPHENO[2,3-c]QUINOLONES* 

 
P. Arsenyan1**, J. Vasiljeva1, I. Shestakova1, I. Domracheva1, and S. Belyakov1 

 
We have developed a method for the synthesis of novel selenophene-containing polycyclic heterocycles, 
derivatives of selenopheno[3,2-c]- and selenopheno[2,3-c]quinolones. The cytotoxic activity of these 
compounds was studied in vitro. The molecular structure of 3-bromo-5-methyl-2-(piperidin-
2-ylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolin-4(5H)-one was confirmed by X-ray analysis. 
 
Keywords: quinolone, selenium, selenophene, cytotoxicity, electrophilic addition, intramolecular 
cyclization, X-ray structural analysis. 

  
 The earliest interest in quinolones was motivated by the antibacterial [1-6] and antimalarial [7] activity 
of these compounds. The first clinical application of quinolones was found in 1962, when nalidixic acid, an 
antimicrobial agent of the quinolone family, was obtained as a by-product in the synthesis of the antimalarial 
drug chloroquine [8]. In the modern medicine a range of quinolone antibiotics, such as ciprofloxacin, 
norfloxacin, pefloxacin, lomefloxacin, and ofloxacin, are successfully used for the prevention and treatment of 
various microbial infections, including those of unknown etiology [3]. 
 The derivatives of N-methylfuro[3,2-c]quinolone are known to inhibit the growth of several cancer cell 
types, in particular melanoma and gastrointestinal tumors [9]. Close analogs of these compounds are N-methyl-
thieno- or selenopheno[3,2-c]- and selenopheno[2,3-c]quinolones, the synthesis and biological properties of 
which remain unexplored. Selenium, its organic and inorganic derivatives are known to possess a wide range of 
biological activity [10-24]. The presence of selenium as a microelement in human diet has been proved 
strengthen the immune system and reduce the incidence of oncological diseases [10, 11]. Antitumor [12-14, 23, 
24], antiviral [15], antimicrobial [16, 17], antiarrhythmic [18, 19], fungicidal [20, 21], and anti-inflammatory 
[22] activities have been associated with organoselenium derivatives. 
 This work explores the synthesis and cytotoxic activity of novel heterocycles,  the derivatives of 
selenopheno[3,2-c]- and selenopheno[2,3-c]quinolones. 
 Our approach to the synthesis of selenopheno[3,2-c]quinolones started from 3-bromo-N-methyl-
quinolin-2(1Н)-one (1), which was available in a high yield from the methylation of 3-bromo-2-quinolone by a 
method similar to the alkylation of 3-bromo-2-pyridone [25]. The substituted 3-ethynylquinolones 2-4 were 
obtained in 50-62% yields in a reaction of quinolone 1 with terminal alkynes that was catalyzed by 
bis(triphenylphosphine)palladium(II) dichloride and copper(I) iodide. 
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 A dioxane solution of the quinolone 2-4 was added dropwise to a selenium tetrabromide solution which 
was prepared in situ from selenium dioxide and concentrated hydrobromic acid. Selenium tetrabromide addition 
to the multiple bond of compounds 3 or 4 produced intermediates that underwent an intramolecular cyclization 
to the selenophenes 5 or 6, respectively. The electrophilic attack in this case occurred in the non-aromatic ring. 
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 The 1-methyl-4-trifluoromethanesulfonylquinolin-2(1H)-one (8) as a precursor to selenopheno[2,3-c]-
quinolones was obtained by a reaction of the commercially available compound 7 with triflic anhydride in 
anhydrous dichloromethane in the presence of triethylamine. The novel ethynyl quinolones 9-11 were obtained 
in good yields (59-70%) through combining compound 8 with the corresponding alkyne in the presence of 
tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0), palladium(II) acetate, triphenylphosphine, and copper(I) iodide. The 
attempts to perform a Sonogashira reaction with bis(triphenylphosphine)palladium dichloride or with tetrakis-
(triphenylphosphine)palladium(0) without palladium(II) acetate were not successful, as the reaction product 
yields did not exceed 10%, or were essentially zero when propargylamines were used. The selenopheno[2,3-c]-
quinolones 12-14 were obtained in high yields (87-99%) by the aforementioned method for the synthesis of 
selenopheno[3,2-c]quinolones 5, 6. We should note that the 4-alkynylquinolone 9, containing a hydroxyl group, 
selectively formed the intramolecular cyclization product 12 in a nearly quantitative yield, while the analogous 
3-alkynylquinolone 2 did not react. The electrophilic attack at the С-3 atom in this case was facilitated by the 
corresponding localization of the partial negative charge in the quinolone system. 
 The spatial structure of 3-bromo-5-methyl-2-(piperidin-1-ylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolin-4(5Н)-
one hydrochloride (5) is presented below (Fig 1). The piperidine ring assumes a chair conformation, while the 
condensed tricyclic system is planar. The crystal structure contains an N–H···Cl hydrogen bond between the 
protonated piperidine nitrogen and the chloride anion. The hydrogen bond length is 3.029(2) Å (H···Cl 2.10 Å, 
N−H···Cl 174°). An intramolecular C–H···O hydrogen bond can be identified between the methyl group 
hydrogen atom and the O(22) oxygen atom, with the following parameters: O···C 2.704(3) Å, H···O 2.23 Å, 
C−H···O 109°. This hydrogen bond forms a part of an additional five-membered ring in the molecular ion 5.  
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 Several of the synthesized compounds were tested in vitro for cytotoxic activity against the following 
tumor cell lines: НТ-1080 (human fibrosarcoma), CCL-8 (mouse sarcoma), MDA-MB-435s (human breast 
adenocarcinoma-melanoma), MES-SA (human uterine sarcoma), MCF-7 (estrogen-positive human breast 
adenocarcinoma), as well as the normal cell line NIH 3T3 (mouse fibroblasts). The in vitro 50% lethal 
concentrations of compounds (IC50) (Table 1) were determined by the standard method from the absorption of 
Crystal Violet (CV) dye in cellular membranes, and interaction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) with mitochondrial enzymes [26]. Our data indicate that 3-bromo-5-methyl-
2-(piperidinylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolone 5 has a higher cytotoxic activity against tumor cells, 
compared to its regioisomer 13. This selectivity was most pronounced in the case of human uterine sarcoma 
MES-SA (IC50 6.0 μg/ml). At the same time, substitution of the piperidine substituent for morpholine led to 
 

 
Fig. 1. The molecular structure of compound 5·HCl with atoms represented by thermal vibration ellipsoids of 
50% probability. 
 

TABLE 1. The in vitro Cytotoxic Activity of the Selenophenoquinolones 
5, 6, 13, 14 

 

Compound 
Cell line 

5 6 13 14 
 
HT-1080 

 
IC50, μg/ml* 

 
16 

 
54 

 
54 

 
41 

 NO, %*2 167 21 29 133 
CCL-8 IC50, μg/ml 18 >100 90 81 
 NO, % 200 4 14 40 
MDA-MB-435s IC50, μg/ml 12 >100 96 72 
 NO, % 200 3 12 13 
MCF-7 IC50, μg/ml 13 26 82 42 
 NO, % 133 25 15 29 
MES-SA IC50, μg/ml 6 19 52 36 
 NO, % 200 7 250 250 
NIH 3T3 IC50, μg/ml 22 75 23      ― 

 LD50, mg/kg 522 906 522 >2000 

_______ 
*The concentration resulting in the death of 50% of cells ((CV + MTT)/2). 
*2NO – the level of NO radical production, determined by the method [27] 
(absorption of CV). 
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generally lower levels of cytotoxicity. It should be noted that the investigated compounds had a low acute in 
vitro toxicity (522-2000 mg/kg), and 3-bromo-5-methyl-2-(morpholin-4-ylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolone 
(6) exhibited a protective effect against free radical production in all of the cell lines (≤25%). 
 Thus, we have developed a convenient method for the synthesis of novel selenophene-containing 
condensed heterocycles – derivatives of selenopheno[3,2-c]- and selenopheno[2,3-c]quinolones. The in vitro 
cytotoxic activity of these compounds was studied, and the molecular structure of 3-bromo-5-methyl-
2-(piperidin-1-ylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolin-4(5Н)-one was confirmed by X-ray structural analysis. 
 
 
EXPERIMENTAL 
 
 1Н and 13С NMR spectra were acquired on a Varian Mercury 400 instrument (400 and 100 MHz, 
respectively) in CDCl3, the internal standard was hexamethyldisiloxane (1Н, δ 0.05 ppm) or the residual solvent 
signal (13С, δ=77.2 ppm). Elemental analysis was performed on a Carlo Erba 1108 instrument. Melting points 
were determined on an Optimelt apparatus and were not corrected. The reaction progress and the purity of the 
obtained compounds was controlled by TLC on Merck Kieselgel plates with UV visualization.  
 3-Alkynyl-1-methylquinolin-2(1Н)-ones 2-4 (General Method). A mixture of the quinolone 1 (300 mg, 
1.26 mmol), terminal alkyne (2.52 mmol), DMF (4 ml), and triethylamine (2 ml) was added under an argon 
atmosphere to a solution of [(PPh3)2Pd]Cl2 (80 mg, 0.12 mmol) and CuI (20 mg, 0.12 mmol) in dry DMF (1 ml). 
The reaction mixture was stirred for 24 h at 50°C and then poured into ethyl acetate (100 ml) and treated with 
2% aqueous ammonia (50 ml). The organic layer was washed with a saturated aqueous NaCl solution (3×50 ml) 
and dried over Na2SO4. The solvent was evaporated at reduced pressure, and the dry residue was purified by 
silica gel column chromatography (eluent CH2Cl2–EtOAc–MeOH, 10:5:1), giving the pure product. 
 3-(3-Hydroxy-3-methylbut-1-ynyl)-1-methylquinolin-2(1Н)-one (2). Yield 184 mg (60%), colorless 
foam. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.65 (6H, s, 2CH3); 2.04 (1H, br. s, OH); 3.74 (3H, s, NCH3); 
7.22-7.24 (1H, m, H-7); 7.34 (1H, d, J = 8.5, H-5); 7.51 (1H, d, J = 7.8, H-8); 7.57 (1H, ddd, J = 1.4, J = 7.2, 
J = 8.5, H-6); 7.87 (1H, s, H-4). 13C NMR spectrum, , ppm: 30.0; 31.3; 65.5; 77.7; 99.6; 114.2; 116.4; 120.0; 
122.5; 128.7; 131.1; 139.5; 141.6; 161.0. Found, %: C 74.63; H 6.12; N 5.72. C15H15NO2. Calculated, %: 
C 74.67; H 6.27; N 5.80.  
 1-Methyl-3-[3-(piperidin-1-yl)prop-1-ynyl]quinolin-2(1Н)-one (3). Yield  220 mg (62%), light-yellow 
oil. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.42-1.49 (2H, m, CH2CH2CH2); 1.62-1.68 (4H, m, N(CH2CH2)2); 
2.59-2.62 (4H, m, N(CH2)2); 3.58 (2H, s, CH2N); 3.75 (3H, s, CH3); 7.23 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 7.8, 
H-7); 7.33 (1H, d, J = 8.4, H-5); 7.52 (1H, dd, J = 1.2, J = 7.8, H-8); 7.57 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.4, 
H-6); 7.89 (1H, s, H-4). 13C NMR spectrum, , ppm: 23.7; 25.8; 29.9; 48.5; 53.2; 80.6; 90.8; 113.9; 116.6; 
119.8; 122.2; 128.4; 130.8; 139.3; 141.4; 160.9. Found, %: C 77.16; H 7.11; N 9.82. C18H20N2O.  Calculated, 
%: C 77.11; H 7.19; N 9.99. 
 1-Methyl-3-[3-(morpholin-4-yl)prop-1-ynyl]quinolin-2(1Н)-one (4). Yield 204 mg (57%), 
light-yellow oil. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 2.66 (4H, t, J = 4.6, (CH2)2N); 3.57 (2H, s, CH2N); 3.72 
(3H, s, CH3); 3.76 (4H, t, J = 4.6, О(CH2)2); 7.20-7.24 (1H, m,  H-7); 7.31 (1H, d, J = 8.4, H-5); 7.50 (1H, dd, 
J = 1.4, J = 7.8, H-8); 7.53-7.57 (1H, m, H-6); 7.87 (1H, s, H-4). 13C NMR spectrum, , ppm: 29.7; 47.9; 52.0; 
66.6; 80.9; 89.6; 113.9; 116.2; 119.6; 122.1; 128.3; 130.8; 139.2; 141.4; 160.6. Found, %: C 72.18; H 6.48; 
N 10.02. C17H18N2O2. Calculated, %: C 72.32; H 6.43; N 9.92. 
 1-Methyl-4-trifluoromethanesulfonylquinolin-2(1Н)-one (8). Anhydrous triethylamine was added to 
a stirred suspension of 4-hydroxy-1-methylquinolin-2(1Н)-one (7) (1.0 g, 5.71 mmol) in anhydrous CH2Cl2 
(20 ml), until the mixture turned into a homogeneous solution. The solution was cooled to -78°C and triflic 
anhydride (1.3 ml, 7.43 mmol) was added dropwise. The stirring was continued for 12 h at room temperature. 
Ethyl acetate (150 ml) was then added, and the mixture was washed with a saturated aqueous NaCl solution 
(2×100 ml). The organic phase was dried over Na2SO4, and the solvent was removed by distillation. The 
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precipitate was separated by silica gel column chromatography with the 1:2 petroleum ether–ethyl acetate 
mobile phase. Yield 1.5 g (85%), white powder, mp 69-70°C. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 3.73 (3H, s, 
CH3); 6.76 (1H, s, H-3); 7.37 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.0, H-7); 7.45 (1H, d, J = 8.5, H-5); 7.71 (1H, ddd, 
J = 1.2, J = 7.2, J = 8.5, H-6); 7.81 (1H, dd, J = 1.2, J = 8.0, H-8). 13C NMR spectrum, , ppm: 29.8; 111.8; 
114.7; 116.9; 120.1; 122.9; 123.3; 132.8; 140.1; 153.7; 161.4. Found, %: C 42.97; H 2.72; N 4.61. 
C11H8F3NO4S. Calculated, %: C 43.00; H 2.62; N 4.56. 
 4-Alkynyl-1-methylquinolin-2(1Н)-ones 9-11 (General Method). A mixture of compound 8 (0.30 g, 
0.98 mmol), terminal alkyne (1.46 mmol), DMF (4 ml), and triethylamine (2 ml) was added under an argon 
atmosphere to a solution of (PPh3)4Pd (0.11 g, 0.10 mmol), Pd(OAc)2 (0.01 g, 0.05 mmol), CuI (0.04 g, 
0.20 mmol), and PPh3 (0.03 g, 0.10 mmol) in anhydrous DMF (2 ml). The reaction mixture was stirred for 24 h 
at 50°C and then poured into ethyl acetate (100 ml) and treated with aqueous ammonia (50 ml). The organic 
phase was washed with a saturated aqueous NaCl solution (3×50 ml) and dried over Na2SO4. The solvent was 
evaporated at reduced pressure, and the dry residue was purified by silica gel column chromatography with the 
10:5:1 CH2Cl2–EtOAc–МеОН mobile phase, giving the pure product. 
 4-(3-Hydroxy-3-methylbutyn-1-yl)-1-methylquinolin-2(1Н)-one (9). Yield 0.20 g (65%), white 
foam. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.70 (6H, s, 2CH3); 3.64 (3H, s, NCH3); 3.90 (1H, br. s, OH); 6.83 
(1H, s, H-3); 7.17-7.21 (2H, m, H-5,7); 7.44-7.48 (1H, m, H-6); 7.82-7.86 (1H, m, H-8). 13C NMR spectrum, , 
ppm: 29.4; 31.1; 65.2; 76.5; 104.6; 114.1; 120.0; 122.1; 124.4; 127.0; 130.9; 132.3; 139.3; 161.7. Found, %: 
C 74.45; H 6.33; N 5.77. C15H15NO2. Calculated, %: C 74.67; H 6.27; N 5.80.  
 1-Methyl-4-[3-(piperidin-1-yl)prop-1-ynyl]quinolin-2(1Н)-one (10). Yield 0.21 g (59%), yellow oil. 
1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.45-1.49 (2H, m, CH2CH2CH2); 1.64-1.70 (4H, m, N(CH2CH2)2); 2.60-2.62 
(4H, m, N(CH2)2); 3.63 (2H, s, CH2N); 3.71 (3H, s, CH3); 6.88 (1H, s, H-3); 7.28 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, 
J = 8.0, H-7); 7.36 (1H, d, J = 8.5, H-5); 7.59 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.5, H-6); 8.03 (1H, dd, J = 1.2, 
J = 8.0, H-8). 13C NMR spectrum, , ppm: 23.8; 25.9; 29.4; 48.6; 53.5; 80.0; 95.3; 114.2; 120.2; 122.2; 124.9; 
127.5; 131.0; 132.6; 139.8; 161.5. Found, %: C 77.08; H 6.97; N 9.81. C18H20N2O. Calculated, %: C 77.11; 
H 7.19; N 9.99.  
 1-Methyl-4-[3-(morpholin-4-yl)-prop-1-ynyl]quinolin-2(1Н)-one (11). Yield 0.25 g (70%), yellow oil. 
1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 2.68 (4H, t, J = 4.6, (CH2)2N); 3.65 (2H, s, CH2N); 3.70 (3H, s, CH3); 3.78 
(4H, t, J = 4.6, О(CH2)2); 6.87 (1H, s, H-3); 7.28 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.0, H-7); 7.36 (1H, d, J = 8.5, 
H-5); 7.59 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.5, H-6); 8.00 (1H, dd, J = 1.2, J = 8.0, H-8). 13C NMR spectrum, 
, ppm: 29.4; 48.1; 52.4; 66.8; 80.5; 94.1; 114.3; 120.0; 122.3; 125.0; 127.3; 131.1; 132.3; 139.8; 161.4. Found, 
%: C 72.18; H 6.43; N 9.81. C17H18N2O2. Calculated, %: C 72.32; H 6.43; N 9.92.  
 Selenopheno[3,2-c]quinolones 5, 6 and selenopheno[2,3-c]quinolones 12-14 (General Method). The 
starting alkynyl-1-methylquinolone 3, 4, 9-11 (1.0 mmol) in dioxane (12 ml) was added to a solution of SeO2 
(444 mg, 4.0 mmol) in concentrated hydrobromic acid (4 ml), and the mixture was stirred for 24 h at room 
temperature. The mixture was then poured into CH2Cl2 (100 ml) and treated with saturated Na2CO3 solution to 
pH 8.0. The organic phase was washed with water (2×50 ml) and dried over Na2SO4. The solvent was 
evaporated, and the dry residue was purified by silica gel column chromatography with the 2:1 petroleum ether–
ethyl acetate mobile phase (compounds 13, 14) or 10:1 CH2Cl2–ethyl acetate mobile phase (compound 5), giving 
the pure products. Compounds 6 and 12 were obtained in a pure form after the extraction. 
 3-Bromo-5-methyl-2-(piperidin-1-ylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolin-4(5Н)-one (5). Yield  339 mg 
(77%), white crystals, mp 154-156°C. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.46-1.51 (2H, m, CH2CH2CH2); 
1.60-1.67 (4H, m, N(CH2CH2)2); 2.58-2.63 (4H, m, N(CH2)2); 3.74 (2H, s, CH2N); 3.76 (3H, s, CH3); 7.21-7.27 (1H, 
m, H-7); 7.38 (1H, d, J = 8.4, H-9); 7.53 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.4, H-8); 7.66 (1H, dd, J = 1.2, J = 8.0, H-6). 
13C NMR spectrum, , ppm: 21.9; 22.8; 29.5; 52.4; 55.4; 114.8; 117.1; 118.4; 122.7; 125.6; 126.4; 128.3; 131.0; 
136.8; 154.6; 157.4. Found, %: C 49.28; H 4.12; N 6.21. C18H19BrN2OSe. Calculated, %: C 49.34; H 4.37; N 6.39.  
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 3-Bromo-5-methyl-2-(morpholin-4-ylmethyl)selenopheno[3,2-c]quinolin-4(5Н)-one (6). Yield 332 mg 
(75%), white crystals, mp > 200°C. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 2.68 (4H, t, J = 4.6, (CH2)2N); 3.74 (3H, 
s, CH3); 3.76 (4H, t, J = 4.6, О(CH2)2); 3.81 (2H, s, CH2N);_7.22 (1H, ddd, J  = 1.2, J  = 7.2, J  = 7.8, H-7); 7.36 
(1H, d, J = 8.5, H-9); 7.52 (1H, ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.5, H-8); 7.62 (1H, dd, J = 1.2, J = 7.8, H-6). 
13C NMR spectrum, , ppm: 29.5; 54.0; 59.0; 67.0; 114.9; 119.4; 122.4; 125.2; 128.5; 129.9; 136.7; 145.0; 
146.9; 150.2; 157.9. Found, %: C 46.27; H 3.87; N 6.23. C17H17BrN2O2Se. Calculated, %: C 46.39; H 3.89; 
N 6.36.  
 1-Bromo-2-(1-hydroxy-1-methylethyl)-5-methylselenopheno[2,3-c]quinolin-4(5Н)-one (12). Yield 400 
mg (99%), white crystals, mp > 200°C. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.71 (6H, s, 2CH3); 3.71 (3H, s, 
NCH3); 6.57 (1H, br. s, OH); 7.35-7.39 (1H, m, H-7); 7.64-7.65 (2H, m, H-8,9); 9.40 (1H, dd, J = 0.9, J = 8.2, 
H-6). 13C NMR spectrum, , ppm: 27.7; 29.7; 73.1; 98.9; 116.0; 118.8; 121.5; 122.2; 129.2; 132.5; 138.8; 
139.1; 157.2; 168.0. Found, %: C 45.17; H 3.52; N 3.49. C15H14BrNO2Se. Calculated, %: C 45.14; H 3.54; 
N 3.51. 
 1-Bromo-5-methyl-2-(piperidin-1-ylmethyl)selenopheno[2,3-c]quinolin-4(5Н)-one (13). Yield 352 mg 
(80%), white crystals, mp 168-170°C. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 1.45-1.52 (2H, m, CH2CH2CH2); 
1.62-1.67 (4H, m, N(CH2CH2)2); 2.61-2.65 (4H, m,  N(CH2)2); 3.73 (2H, s, CH2N); 3.80 (3H, s, CH3); 7.30 (1H, 
ddd, J = 1.2, J = 7.2, J = 8.0, H-7); 7.44 (1H, d, J = 8.5, H-9); 7.52-7.57 (1H, m, H-8); 9.37 (1H, dd, J = 1.2, 
J = 8.0, H-6). 13C NMR spectrum, , ppm: 23.9; 26.1; 29.9; 55.3; 60.4; 102.7; 115.1; 119.6; 121.6; 123.8; 
128.8; 134.3; 139.0; 139.5; 157.6; 158.5. Found, %: C 49.22; H 4.18; N 6.28. C18H19BrN2OSe. Calculated, %: 
C 49.34; H 4.37; N 6.39.  
 1-Bromo-5-methyl-2-(morpholin-4-ylmethyl)selenopheno[2,3-c]quinolin-4(5Н)-one (14). Yield 332 mg 
(75%), white crystals, mp 188-190°C. 1H NMR spectrum, , ppm (J, Hz): 2.71 (4H, t, J = 4.6, (CH2)2N); 3.78 (4H, 
t, J = 4.6, O(CH2)2); 3.80 (2H, s, CH2N); 3.81 (3H, s, CH3); 7.33 (1H, ddd, J = 1.0, J = 7.2, J = 8.2, H-7); 7.47 
(1H, d, J = 8.5, H-9); 7.56-7.60 (1H, m, H-8); 9.39 (1H, dd, J = 1.0, J = 8.2, H-6). 13C NMR spectrum, , ppm: 
30.1; 54.2; 60.1; 67.0; 103.6; 115.2; 119.6; 121.7; 123.8; 129.0; 134.5; 139.1; 139.6; 156.0; 158.5. Found, %: 
C 46.28; H 3.94; N 6.22. C18H19BrN2OSe. Calculated, %: C 46.39; H 3.89; N 6.36.  
 X-ray structural investigation of compound 5 was performed on a Bruker-Nonius KappaCCD 
automated X-ray diffractometer. Compound 5 (C18H19BrN2OSe, М 438.23) formed monocrystals of rhombic 
syngony. The crystal lattice parameters were: a 9.9236(1), b 11.6855(2), c 31.3870(5) Å; V 3639.71(9) Å3; F(000) 
1888;  4.41 мм-; dcalc 1.732 gcm-3; Z 8; space group Pbca. The intensities of 4313 independent reflections were 
measured to 2max 56 at -100°С. A total of 3551 reflections with   3() were used for the calculations. The 
structure was solved with SIR-97 set [28]. Refinement was performed with the method of least squares in a full-
matrix anisotropic approximation with the maXus software package [29]. The final value of the probability factor R 
was 0.045. The complete information about this crystal structure was submitted to the Cambridge 
Crystallographic Data Center (deposit CCDC 948084). 
 
 This project was supported by the Latvian Science Council (grant 2012/447). 
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1. Introduction

The interest of benzothiophene derivatives stems from the fact
that this molecule is found as a chromophore core for drugs.
Raloxifene and Arzoxifene are benzothiophene selective estrogen
receptor modulators (SERMs) of clinical use in postmenopausal
osteoporosis and treatment of breast cancer and potentially in
hormone replacement therapy [1e6]. Zileuton is an orally active
inhibitor of 5-lipoxygenase, and thus inhibits leukotrienes forma-
tion. It is used for the maintenance treatment of asthma. Benzo-
thiophene piperazines and piperidines are fatty acid amide
hydrolase (FAAH) inhibitors [7]. Also, it has been shown that
3-thiosubstituted benzothiophenes are serotonin receptors
modulators [8]. On the other hand, selenium has attracted great
interest as an essential element and certain diseases have been
eradicated by dietary supplementation of this element. Selenium is
essential for cell metabolism as a component of glutathione
peroxidase and other enzyme systems. Current interest lies in the
prevention of certain cancers by supplementation with selenium
[9e11]. Selenium appears to operate by several mechanisms
nyan).

son SAS. All rights reserved.
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depending on the chemical form of selenium, the nature of the
carcinogenic process, and its dosage. There was no significant
difference in the potency of selenate, selenite, selenium dioxide,
selenomethionine and selenocysteine to inhibit the development of
mammary tumors, drug-resistant and drug non-resistant human
ovarian tumor cells [12]. Taking into account the importance of the
selenium as a trace element [13e17]in the organism our present
investigation is connected with the elaboration of synthetic
protocols and cytotoxic activity studies in a series of 3-C, N, S, Se
substituted benzo[b]selenophene derivatives.
2. Results and discussion

2.1. Chemistry

Our synthetic strategy for the insertion of aryl and hetaryl
groups in position 3 of benzo[b]selenophene 1was based on Suzuki,
Stille, and Sonogashira type coupling reactions. Interactions of 1
with various aryl(hetaryl)boronic acids, hetaryl stannanes and
terminal acetylenes are presented in Scheme 1. After the optimi-
zation of the reaction conditions it has been found that arylboronic
acids readily react with 3-bromobenzo[b]selenophene-2-
carboxylic acid ethyl ester (1) in the presence of in situ prepared
2
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Scheme 1. Synthesis of benzo[b]selenophenes 2e10. Reagents and reaction conditions: (a) aryl(hetaryl)boronic acid (2 eq.), Pd(OAc)2 (10%), tri(o-tolyl)phosphine (20%), potassium
phosphate (3.4 eq.), xylene/EtOH, 1e6 h; (b) hetaryl stannane (1.4 eq.), (Ph3P)4Pd (4%), Ph3As (7%), xylene, 110 �C, 2e24 h; (c) terminal acetylene (1.46 eq.), PdCl2 (5%), Ph3P (10%),
CuI (10%), DMF/TEA, 100 �C, 20 h.
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palladium catalyst (Pd(OAc)2 and tri(o-tolyl)phosphine) using
potassium phosphate as a base. According to GC MS data, reaction
completed after heating in xylene/ethanol media (10:1) at 110 �C in
half an hour and corresponding 3-aryl(hetaryl)benzo[b]seleno-
phenes 2e6 were obtained in good yields (65e97%). It should be
noted that almost quantitative yield was obtained in the case of
4-iso-propoxyphenyl boronic acid due to arylboronic acids with
EWG groups are more stable in basic media [18]. Molecular struc-
tures of the compounds 3 and 4 are shown in Fig.1A and B (Table 1).
Both molecules in these crystal structures are characterized by two
planar fragments: one of them is benzoselenophene system with
ester group and the second is the phenyl ring. The dihedral angles
between these fragments are equal to 70.8(4) and 65.7(5)� for 3 and
4, respectively. Despite the similarity of molecular forms and sizes,
the molecular packing in crystals of 3 and 4 is different: the crystal
lattice of 3 is characterized bymonoclinic space group P 21/n, whilst
for 4 there is triclinic lattice (space group P1).

3-(5-Methylthienyl)- (7) and 3-(2-pyridyl)benzo[b]seleno-
phenes (8) were prepared using Stille coupling protocol, because
2-thiophene and 2-pyridine boronic acids are expensive and not
stable in basic media. Typically, the Stille coupling of aryl halides
with aryl stannanes is performed under anhydrous conditions in
aprotic solvents. Xylene is used as a solvent to increase the
temperature of reaction. One day heating of corresponding stan-
nanes with 1 in the presence of tetrakis(triphenylphosphino)palla-
dium(0) in xylene at 130 �C leads to the formation of 7 and 8 in
medium yields. With the aim of reducing the reaction time and to
activate the catalyst, a catalytic amount (7%) of triphenylarsine was
added [24] due to the donor-acceptorAsePd bondbeing longer than
PePd bond. As a result desired derivatives 7 and 8were obtained in
higher yields (75e79%) after only 2 h of heating. Then we exami-
ned introduction of terminal acetylenes using corresponding
133
phenyletnynyl- and cyclohexenylethynyl trimethylstannanes under
the Stille protocol. According to experimental data, it was found that
corresponding 3-(phenylethylnyl)benzo[b]selenophene 9 forms in
65% yield after 1 h of heating, but cyclohexenyl analog 10 in
moderate yield (28%). However, during interaction of terminal
acetylenes with 1 under Sonogashira type conditions using classical
(Ph3P)2PdCl2 catalyst in DMF/TEA media 3-(cyclohexenylethynyl)
benzo[b]selenophene (10) received in higher yield (67%) than phe-
nylethynyl analog 9.

With thepurpose to introduce aminogroup inposition3 of benzo
[b]selenophene 1 ring BuchwaldeHartwig type coupling has been
examined. The benefits of 3-N-substituted benzo[b]selenophenes
stems from the fact that these compounds could be more bioavail-
able over 3-C-substituted analogs. After reaction conditions opti-
mization Pd2dba3 as a source of palladium(0) and xantphos as an
appropriate ligand were chosen. According to our results aniline,
3- and 4-aminopyridines readily reactwith 1 performing reaction in
xylene at 120 �C using cesium carbonate as a base. Desired 3-(phe-
nylamino)- (11), 3-(3-pyridylamino)- (12), 3-(4-pyridylamino)
benzo[b]selenophenes (13) were obtained in a very good yields,
besides, in the case of 4-pyridylamino derivative in almost quanti-
tative yield (96%) (Scheme2).Molecular structure of compound 13 is
illustrated in Fig. 1C. The intramolecular hydrogen bond of NH∙∙∙O
type between the amino group and carbonyl oxygen atom O11 was
found in the structure of 13. The hydrogen bond length is 2.825(2) Å
(H15∙∙∙O11 ¼ 2.21 Å, NeH∙∙∙O ¼ 126�).

Notably, interaction of 1 with 2-aminopyridine under the
same reaction conditions leads to the formation of a polycyclic
derivative 14. Seems that after the routine amination in position
3 of benzo[b]selenophene ring follows electrophilic attack of the
ester group to the nitrogen atom of pyridine ring under the basic
reaction conditions, as a result 10H-pyrido[1,2-a]benzo[b]



Fig. 1. ORTEP molecular structures of 3 (A), 4 (B), 13 (C), 17 (D), 18 (E), 20 (F), 22 (G), 23 (H), 24 (I), 26 (J), and 28 (K).
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Table 1
Crystal data for the studied compounds.

3 4 13 17 18 20 22

Brutto-formula C20H20O3Se C18H13NO2Se C16H14N2O2Se C15H6ClF3N2OSe C13H7N3OSe C13H8N2OSSe C17H14O2SSe
Molecular weight 387.32 354.27 345.26 401.63 300.18 319.24 361.32
Crystal system Monoclinic Triclinic Orthorhombic Tetragonal Triclinic Monoclinic Triclinic
a, [Å] 11.3557(3) 6.4543(3) 7.5384(1) 14.1895(4) 7.4548(2) 7.3309(2) 7.3643(3)
b, [Å] 7.5538(3) 9.7467(4) 19.3170(3) 14.1895(4) 11.1499(4) 12.2720(4) 10.4661(4)
c, [Å] 21.4719(9) 12.8454(7) 20.5094(4) 27.2710(9) 13.9263(5) 13.3016(4) 10.9983(4)
a, [�] 90.00 79.760(2) 90.00 90.00 68.178(2) 90.00 64.099(2)
b, [�] 94.337(1) 78.427(2) 90.00 90.00 82.042(2) 103.607(2) 80.341(2)
g, [�] 90.00 84.911(3) 90.00 90.00 80.139(2) 90.00 89.727(2)
V, [Å3] 1836.6(1) 777.86(6) 2986.56(8) 5490.8(2) 1055.19(6) 1163.09(6) 749.49(5)
Space group P 21/n P1 P cab I 41/a P1 P 21/n P1
Z 4 2 8 16 4 4 2
m, [mm�1] 2.058 2.420 2.520 2.969 3.550 3.391 2.640
Density (calc.) [g/cm3] 1.401 1.513 1.536 1.943 1.890 1.823 1.601
2qmax for data [�] 55.0 56.0 56.0 65.0 56.0 56.0 58.0
Reflection collected 6904 5818 13081 8506 7098 5043 5617
Independent reflections 4200 (Rint ¼ 0.076) 3680 (Rint ¼ 0.030) 3592(Rint ¼ 0.029) 4982(Rint ¼ 0.066) 4856(Rint ¼ 0.034) 2764(Rint ¼ 0.032) 3943(Rint ¼ 0.030)
Reflections with I > ns(I) 2678 (n ¼ 2) 2891 (n ¼ 3) 2806 (n ¼ 3) 2908 (n ¼ 2) 3332 (n ¼ 3) 2180 (n ¼ 3) 3127 (n ¼ 3)
Final R-factor 0.078 0.037 0.028 0.049 0.034 0.061 0.034
wR2 index for all data 0.294 0.081 0.180 0.141 0.080 0.201 0.169
Temperature, [K] 293 293 173 173 193 193 173
Using programs [19,20] [20,21] [19,20] [22] [19,20] [20,23] [20,23]
CCDC deposition number CCDC 802935 CCDC 802936 CCDC 804882 CCDC 804883 CCDC 804884 CCDC 804885 CCDC 802440

23 24 26 28

Brutto-formula C17H14O2Se2 C16H13NO2SSe C15H14N2O2SSe C22H18O4SSe2
Molecular weight 408.22 362.31 365.31 536.37
Crystal system Triclinic Triclinic Monoclinic Triclinic
a, [Å] 7.6940(2) 7.7695(2) 7.4986(1) 10.8102(3)
b, [Å] 10.3688(3) 9.8761(4) 24.4261(5) 11.5709(3)
c, [Å] 19.6867(7) 10.5483(4) 8.9567(2) 17.3054(6)
a, [�] 83.394(1) 76.160(2) 90.00 104.254(1)
b, [�] 79.378(1) 69.384(2) 112.780(1) 100.547(2)
g, [�] 83.249(2) 77.368(2) 90.00 97.577(1)
V, [Å3] 1525.91(8) 727.47(4) 1163.09(6) 2026.7(1)
Space group P1 P1 P 21/a P1
Z 4 2 4 4
m, [mm�1] 4.847 2.727 2.625 2.640
Density (calc.) [g/cm3] 1.777 1.654 1.604 1.601
2qmax for data [�] 57.0 55.0 58.0 55.0
Reflection collected 10342 4866 6716 13720
Independent reflections 7569(Rint ¼ 0.031) 3307 (Rint ¼ 0.035) 4007(Rint ¼ 0.032) 9206(Rint ¼ 0.046)
Reflections with I > ns(I) 5294 (n ¼ 3) 2385 (n ¼ 3) 3056 (n ¼ 3) 5090 (n ¼ 3)
Final R-factor 0.036 0.029 0.031 0.046
wR2 index for all data 0.101 0.166 0.148 0.160
Temperature, [K] 153 153 153 183
Using programs [19,20] [19,20] [20,23] [19,20]
CCDC deposition number CCDC 805117 CCDC 802441 CCDC 802442 CCDC 802443

P. Arsenyan et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 46 (2011) 3434e3443 3437
selenopheno[3,2-d]pyrimidin-10-one 14 was formed in a very
good yield (87%).in a very good yield (87%). To improve a method
we made the same synthetic protocol using 6-methyl-, 4-chloro-,
and 3-chloro-4-trifluoromethyl-2-aminopyridines, the corre-
sponding fused benzo[b]selenophenes 15e17 were obtained.
Notably, reaction of 1 with 2-amino-1,4-pyridazine leads to
formation of 10H-8-pyrazino-[1,2-a]benzo[b]selenopheno[3,2-d]
pyrimidin-10-one (18) in 70% yield. Also, fused 8-selena-1,6a,13-
triaza-indeno[2,1-b]phenanthren-7-one (19) was prepared very
successfully using 8-aminonaphtyridine-1,7 in impressive yield
(74%). It should be noted that current protocol works well also
in the case of five member heterocycles. Our attempts to utilize
2-amino-5-methylthiazole and 2-aminobenzothiazole led to the
formation of the corresponding 7-methyl-9H-thiazolo[3,2-a]
benzo[b]selenopheno[3,2-d]pyrimidin-9-one (20) and 9H-benz-
thiazolo[3,2-a]benzo[b]selenopheno[3,2-d]pyrimidin-9-one (21)
in good yields (66% and 83%, correspondingly). Molecular struc-
tures of the compounds 17, 18, and 20 are given in Fig. 1D, E and F.
The condensed heterocyclic system in molecules 17, 18, and 20 is
135
characterized by the planar conformation. The crystal structure of
these compounds is totally different. There is intermolecular
stacking interaction between molecules in the crystal structure
20; the distance between the centroid of phenyl ring C4, C5, C6,
C7, C8, C9 and hydrogen atom H18A of methylgroup is 2.50 Å. By
means of these interactions the centrosymmetrical dimers (space
group P 21/n) are formed in the crystal structure. In the crystal
structure 18 (space group P1) there are two independent mole-
cules (a and b) in asymmetric unit; the intermolecular contact
C7a∙∙∙O11b [3.300(3) Å] can describe as a weak hydrogen bond
of C∙∙∙O type (H7a∙∙∙O11b ¼ 2.56 Å, C7aeH7a∙∙∙O11b ¼ 134�).
In the high symmetrical (space group I 41/a) crystal structure of
17 there is shortened contact (2.922(4) Å) between fluorine
atoms F23 of the centrosymmetrically connected molecules.

For the next step of our investigation we have focused on
incorporation of sulfur and selenium substituent in position 3 of
benzo[b]selenophene 1 ring (Scheme 3). As a model we chosen
thiophenol and optimized reaction conditions. Unfortunately,
according to experimental datawell known copper iodidemediated
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Scheme 2. Synthesis of benzo[b]selenophenes 11e21. Reagents and reaction conditions: arylamine (1.3 eq.), Pd2dba3 (5%), xantphos (10%), Cs2CO3 (2.7 eq.), xylene, 120 �C, 20 h.
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cross coupling leads to the formation of 3-phenylthiobenzo[b]
selenophene-2-carboxylic acid ethyl ester (22) in a very poor yield.
Better result was obtained using 2,2,6,6-tetramethylheptane-
3,5-dione as a ligand (21%). However, it has been found that inter-
action of thiophenol with 1 in dry acetonitrile in the presence of
freshly prepared potassium fluoride on Al2O3 and 18-crown-6
proceeds in moderate yield (47%) after overnight heating at 80 �C.
The general advantage of this copper freemethod is an experimental
simplicity and low price of a catalyst. 3-Phenylselenylbenzo[b]
selenophene-2-carboxylic acid ethyl ester (23) was prepared under
the same reaction conditions from selenolophenol in even better
yield (64%) than corresponding sulfur analog 22. The Fig. 1G and H
illustrate the molecular structures of 22 and 23. The geometrical
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parameters in the molecule 22 are near to corresponding values in
23. In 22 the C3eS15eC16 valence angle value is 104.0(1)�, in 23 the
mean value of C3eSe15eC16 angle is equal 100.3(1)�. However, the
crystal structures of 22 and 23 are not isomorphous: for 22 there is
one molecule in the asymmetric unit, while for 23 there are two
molecules connected by pseudoinversion centre.

Heterocyclic thiols also interact with 1 in the presence of KF/
Al2O3. We have been very satisfied when 3-(2-pyridylthio)benzo[b]
selenophene-2-carboxylic acid ethyl ester (24) was successfully
isolated from the reaction of 1 with 2-thiopyridine in 43% yield
under the same synthetic protocol. Besides, 3-(2-pyrimidylthio)
benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl ester (25) and 3-[2-
(N-methyl)imidazolylthio]benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid
r

COOEt
Se

XPh

COOEt

COOEt

22 X=S (47%)
23 X=Se (64%)

2-Pyridyl (43%)
2-Pyrimidyl (55%)
2-(N-Methylimidazolyl) (68%)

ol, thioamide or selenol (1.3 eq.), KF/Al2O3 (3 eq.), 18-crown-6 (30%), MeCN, 80 �C, 20 h.
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ethyl ester (26) were obtained in even higher yields (55% and 68%,
correspondingly). Molecular structures of the compounds 24 and
26 are shown in Fig. 1I and J. Thesemolecules considerably differ by
conformations. The molecular conformation of these molecule can
be characterized by the torsion angle of C3eS15eC16eN17; this
angle is equal �18.0(3)� for 24 and 126.4(2)� for 24. The crystal
structure of 24 is isomorphous to one of 22.

Finally, we tried to incorporate thiobenzamide moiety in the
position 3 of benzo[b]selenophene 1 ring. After overnight heating
of 1 with thiobenzamide in acetonitrile in the presence of potas-
sium fluoride on Al2O3 diethyl 3,30-thiodibenzo[b]selenophene-
2-carboxylate (28) was isolated from the reaction mixture as a sole
product. Seems, that the introduction of thiobenzamide in the
position 3 of 1 proceeds very slowly, but interaction of unreacted 1
with intermediate 27 goes much faster; due to benzimido fragment
could be a good leaving group under the reaction conditions. As
a result, symmetrical sulfide 28 was obtained in 42% yield. The
Fig. 1K shows the molecular structures of 28. In this structure there
are two independent molecules in the asymmetric unit; these
molecules are connected by centre of pseudoinversion. The mean
value of C3eS1eC23 valence angle is 105.1(1)�.
2.2. In vitro

The results of these experiments are summarized in Table 2. The
initial 3-bromobenzo[b]selenophene 1 exhibits no cytotoxic
activity on HT-1080 and slight activity on mouse hepatoma
MG-22A tumor cell line. In a series of 3-C-substituted benzo[b]
selenophenes 2e10 3-(5-methylthienyl)benzo[b]selenophene (7)
and 3-ethynyl derivatives 9 and 10 showmedium in vitro activity on
tumor cell lines. Analog 7 containing thiophene cycle shows the
highest cytotoxicity (IC50 ¼ 16 mg/mL on HT-1080 and
IC50 ¼ 19.5 mg/mL on MG-22A). According to our experiments
polycyclic derivatives 14e21 exhibit more extended activity against
HT-1080 and MG-22A tumor cell lines. Possibly, it stems from the
fact that their structure recalls known antitumoral agent Batracylin
[25,26]. In fact, 10H-pyrido[1,2-a]benzo[b]selenopheno[3,2-d]pyr-
imidin-10-one (14) as well as 4-chloro- (16) and 3-chloro-4-
trifluoromethyl-2-aminopyridine (17) show a very good cytotoxic
Table 2
In Vitro cytotoxicity in monolayer tumor cell lines [HT-1080 (human fibrosarcoma),
MG-22A (mice hepatoma), NIH 3T3 (normal mouse fibroblasts) caused by benzo[b]
selenophenesa.

Compound HT-TD50
a 1080 NO

100%b
MG-TD50 22A NO

100%
NIH 3T3
TD50

LD50,
mg/kg

1 c 14 40.5 40 896 2158
2 65 25 c 23 16 362
3 c 9 c 15 c >2000
4 c 8 c 7 684 1984
5 c 6 81.5 12 100 881
6 c 13 c 14 31 503
7 16 350 19.5 350 15 349
9 76 15 87 10 614 1872
10 32.5 200 32 200 120 858
12 c 12 c 9 1000 2313
14 3 5 3 7 31 470
16 3 3 3 40 32 500
17 3.5 2 2.75 8 31 554
18 c 2 c 7 27 444
19 c 20 c 3 56 665
20 c 2 c 4 21 412
21 8.5 2 9.5 3 27 487
25 c 8 c 7 840 2216

a TD50 - Concentration (mg/mL) providing 50% cell killing effect [(CV þ MTT)/2].
b NO Concentration (%) (CV: coloration).
c no cytotoxic effect.
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effect on tumor cell lines (IC50 ¼ 2.75O3.5 mg/mL on HT-1080 and
MG-22A), however, insertion of the additional nitrogen atom in the
molecule (compound 18) leads to the complete activity disap-
pearance. It should be noted that in the same concentrations benzo
[b]selenophenes 14e17 selectively acts against tumor and normal
mouse fibroblast (3T3) cells. Inspection of LD50 data shows that all
derivatives studied exhibit medium or low acute toxicity
(362e2216 mg/kg). The role of NO in biosystems has attracted
considerable attention in the last decade. NO is formed by enzy-
matic and non-enzymatic mechanisms. Because of its molecular
weight and high lipophilicity, NO has good diffusion properties. It
may act not only in the cell where it is produced, but also in nearby
tissues. Biologically produced NO originates from oxygen and L-
arginine in the reaction catalyzed by NO synthase. NO, a long-lived
radical with a wide range of actions, is known as a regulator of
a variety of biological processes [27]. The NO level was determined
according [28], NO releasewas defined using the Greyss reagent (by
NO2 concentration in the cultural medium). The yield of nitrite was
expressed as NO2 nmol/200 mL of cultural medium in testing plates
for 100% alive cells after CV coloration assay (benzo[b]seleno-
phenes concentration 100 mg/mL). It was shown (Table 2) that
3-(5-methylthienyl)- 7 and 3-(cyclohexen-1-yl) benzo[b]seleno-
phene 10 readily increase NO concentration in the cultural medium
(TG100 ¼ 200e350%) on HT-1080 and MG-22A cell lines. However,
series of cytotoxic 3-N-polycyclic benzo[b]selenophenes 14e17 and
21 exhibit very strong NO radical protector activity on both tumor
cell lines (TG100 ¼ 2e40%).

2.3. Morphology

The influence of the studied benzo[b]selenophenes on the
phenotype of mouse fibroblasts 3T3 and human fibrosarcoma HT-
1080 was examined (Fig. 2). Figures in the table show the
morphological changes after 72 h at 30 �C (visualization by acridine
orange). Our experimental data shows that morphology of benzo[b]
selenophenes on 3T3 cells correlates with cytotoxic data on 3T3 cell
line. Fig. 2A and B shows the morphological structure of HT-1080
and 3T3 cells, correspondingly (control). The majority of cells
were alive and the cell nucleus was a dark color. The inspection of
benzo[b]selenophenes influence on 3T3 cell line morphology let us
conclude that cytotoxic compounds 14 and 16 induce a slight
apoptosis of normal cells (Fig. 2D and F). Besides, derivatives 14 and
16 changed the HT-1080 cell phenotype and powerful cell apoptosis
with cell nucleus fragmentation was occurred (Fig. 2C and E). The
insertion of trifluoromethyl substituent into molecule (17) signifi-
cantly changed the type of action (Fig. 2G), tumor cells undergoing
mitochondrial apoptosis with the change of HT-1080 cell pheno-
type. Surprisingly, benzothiazole fragment containing derivative 21
evoke gentle apoptosis without the change of cell morphology
(Fig. 2I).

3. Experimental section

3.1. General

1H, 13C and 77Se NMR spectra were recorded on a Varian 400
Mercury spectrometer at 400, 100.3 and 39.74 MHz correspond-
ingly at 303 K in CDCl3/TMS or DMSO-d6 solution. The 1H chemical
shifts are given relative to TMS, 13C e relative to chloroform or
DMSO, and 77Se e relative to dimethyl selenide. The melting points
were determined on a “Digital melting point analyser” (Fisher), the
results are givenwithout correction. Diffraction datawere collected
on a Nonius KappaCCD diffractometer using graphite mono-
chromated Mo-Ka radiation (l ¼ 0.71073 Å). The crystal structures
were solved by direct methods and refined by full-matrix least



Fig. 2. View of HT-1080 (A) and 3T3 cells (B) visualized by staining the cellular DNAwith the dye acridine orange. Living cells exhibit a green color, cells with orange or yellow color
are apoptotic; (C) view of HT-1080 with 14; (D) view of 3T3 with 14; (E) view of HT-1080 with 16; (F) view of 3T3 with 16; (G) view of HT-1080 with 17; (H) view of 3T3 with 17; (I)
view of HT-1080 with 21; (J) view of 3T3 with 21.
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squares. Themain crystallographic data and refinement parameters
of the crystal structures are listed in Table 1. For further details, see
crystallographic data for these compounds deposited with the
Cambridge Crystallographic Data Centre as Supplementary Publi-
cations. Copies of the data can be obtained, free of charge, on
application to CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK.

3.2. General procedure for the preparation of benzo[b]selenophenes
2e6

Avial charged with 1 (0.25 g, 0.753 mmol), palladium(II) acetate
(17 mg, 0.0753 mmol), tri(o-tolyl)phosphine (69 mg, 0.226 mmol)
and potassium phosphate (543 mg, 2.56 mmol) in 5 mL of xylene
under argon atmosphere was stirred for 10 min at 40 �C. Then the
corresponding aryl(hetaryl)boronic acid (1.28 mmol) in abs.
ethanol (0.5 mL) was added and the resulting mixture was heated
at 110 �C for 1e6 h. After usual workup crude product was purified
by flash chromatography on silica gel using the mixture petroleum
ether e ethylacetate as eluent.

3.2.1. 3-Phenylbenzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl ester (2)
Yield: 65%, mp ¼ 68e69 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)

d (ppm): 1.16 (3H, t, CH3, J ¼ 7.6 Hz); 4.19 (2H, q, CH2, J ¼ 7.6 Hz);
7.28e7.52 (8H, m, 8 � ArH); 7.90e7.96 (1H, m, ArH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 13.9; 61.2; 124.9; 125.5; 127.1;
127.6; 127.8;128.0;129.3;131.7;136.3;142.0;142.9;147.0;163.7. 77Se
NMR (39.74 MHz, CDCl3), d (ppm): 544.65. Anal. (C17H14O2Se) C, H.

3.2.2. 3-(4-Isopropoxyphenyl)benzo[b]selenophene-2-carboxylic
acid ethyl ester (3)

Yield: 97%, mp ¼ 125e126 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.18 (3H, t, CH3, J ¼ 6.8 Hz); 1.38 (6H, d, 2 � CH3,
J ¼ 6.0 Hz); 4.18 (2H, q, CH2, J ¼ 6.8 Hz); 4.61 (1H, sept, CH,
J¼ 6.0 Hz); 6.93e7.00 (2H, m, 2� ArH); 7.22e7.27 (2H, m, 2� ArH);
7.28e7.34 (1H, m, ArH); 7.35e7.41 (1H, m, ArH); 7.47e7.51 (1H, m,
ArH); 7.86e7.91 (1H, m, ArH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 14.0; 22.1; 61.2; 69.8; 115.1; 124.8; 125.5; 127.0; 127.7;
127.9; 130.7; 131.2; 141.9; 143.1; 147.0; 157.7; 163.8. Anal.
(C20H20O3Se) C, H.
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3.2.3. 3-(4-Cyanophenyl)benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid
ethyl ester (4)

Yield: 76%, mp ¼ 147e148 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.20 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.20 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
7.31e7.52 (5H, m, 5 � ArH); 7.75e7.82 (2H, m, 2 � ArH); 7.92e7.99
(1H, m, ArH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 13.9; 61.6;
111.7; 118.7; 125.2; 125.7; 126.8; 127.4; 130.3; 131.7; 132.5; 141.4;
141.9; 142.1; 144.5; 163.1. 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3), d (ppm):
555.17. Anal. (C18H13NO2Se) C, H, N.

3.2.4. 3-(3,4,5-Trifluorophenyl)benzo[b]selenophene-2-carboxylic
acid ethyl ester (5)

Yield: 89%, mp ¼ 113e115 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.25 (3H, t, CH3, J ¼ 7.0 Hz); 4.24 (2H, q, CH2, J ¼ 7.0 Hz);
6.91e7.08 (2H, m, 2 � ArH); 7.33e7.51 (3H, m, 3 � ArH); 7.91e7.99
(1H, m, ArH). Anal. (C17H11F3O2Se) C, H.

3.2.5. 3-(Thien-3-yl)benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester (6)

Yield: 79%, mp ¼ 74e76 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.21 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.21 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
7.14 (1H, dd, ArH, J ¼ 0.8 Hz, J ¼ 4.8 Hz); 7.31e7.43 (4H, m,
4 � ArH); 7.55e7.61 (1H, m, ArH), 7.89 (1H, d, ArH, J ¼ 8.0 Hz). 13C
NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.0; 61.3; 124.4; 124.5;
125.0; 125.5; 127.2; 127.5; 129.2; 132.1; 135.4; 141.7; 141.8; 142.8;
163.6. 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3), d (ppm): 547.23. Anal.
(C15H12O2SSe) C, H.
3.3. General procedure for the preparation of benzo[b]selenophenes
7e10 (Method B)

A vial charged with 1 (0.25 g, 0.753 mmol), tetrakis(-
triphenylphosphino)palladium(0) (35 mg, 0.03 mmol), tripheny-
larsine (16 mg, 0.053 mmol) and corresponding stannane
(1.05 mmol) in 5 mL of xylene under argon atmosphere was stirred
for 2e24 h at 110� C. After usual workup crude product was purified
by flash chromatography on silica gel using the mixture petroleum
ether e ethylacetate as eluent.
8
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3.3.1. 3-(5-Methylthien-2-yl)-benzo[b]selenophene-2-carboxylic
acid ethyl ester (7)

Yield: 79%, mp ¼ 90e91 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.27 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 2.56 (3H, d, CH3,
J ¼ 0.8 Hz); 4.27 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz); 6.81e6.84 (1H, m, ArH);
6.91 (1H, d, ArH, J ¼ 3.6 Hz); 7.35e7.44 (2H, m, ArH); 7.72e7.75
(1H, m, ArH); 7.88e7.91 (1H, m, ArH). 13C NMR (100.6 MHz,
CDCl3/TMS) d (ppm): 14.0; 15.4; 61.4; 125.0; 125.3; 125.4; 125.5;
127.2; 127.6; 128.2; 133.0; 133.5; 139.4; 141.0; 141.4; 142.9;
163.3. 77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3), d (ppm): 551.74. Anal.
(C16H14O2SSe) C, H.

3.3.2. 3-(2-Pyridyl)-benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester hydrochloride (8)

Free base was converted to hydrochloride salt after purification
using HCl solution in dry methanol. Yield: 75%, mp ¼ 156e157 �C.
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) d (ppm): 1.07 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz);
4.14 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz), 7.47 (2H, d, 2 � ArH, J ¼ 3.6 Hz);
7.52e7.60 (1H, m, ArH); 7.90e8.01 (2H, m, 2 � ArH); 8.29 (1H, d,
ArH, J ¼ 8.0 Hz); 8.39e8.50 (1H, m, ArH); 8.94 (1H, d, ArH,
J ¼ 4.8 Hz). 13C NMR (100.6 MHz, DMSO-d6) d (ppm): 13.6; 61.6;
125.2; 125.8; 126.4; 126.5; 127.2; 127.7; 140.7; 141.7; 162.3. Anal.
(C16H14ClNO2Se) C, H, N.

3.3.3. 3-Phenylethynylbenzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester (9)

Yield: 65%, mp ¼ 68e70 C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.45 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.45 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
7.38e7.56 (5H, m, 5 � ArH); 7.66e7.73 (2H, m, 2 � ArH); 7.87e7.91
(1H, m, ArH); 8.17e8.21 (1H, m, ArH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/
TMS) d (ppm): 14.4; 61.7; 84.4; 97.7; 122.9; 125.4; 125.6; 126.4;
127.0; 127.6; 128.4; 128.9; 131.9; 137.7; 141.2; 142.0; 163.2. Anal.
(C19H14O2Se) C, H.

3.3.4. 3-(Cyclohex-1-enylethynyl)benzo[b]selenophene-2-
carboxylic acid ethyl ester (10)

Yield: 41%, mp ¼ 54e55 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.42 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 1.62e1.78 (4H, m, 2 � CH2);
2.16e2.24 (2H, m, CH2); 2.34e2.40 (2H, m, CH2); 4.41 (2H, q, CH2,
J ¼ 7.2 Hz); 6.40e6.47 (1H, m, CH); 7.38e7.55 (2H, m, ArH);
7.82e7.89 (1H, m, ArH); 8.04e8.10 (1H, m, ArH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.4; 21.5; 22.3; 26.0; 29.1; 61.6;
82.0; 100.1; 120.8; 125.2; 125.5; 127.0; 127.1; 127.5; 136.6; 137.1;
141.1; 142.1; 163.3. Anal. (C19H18O2Se) C, H.
3.4. General procedure for the preparation of benzo[b]selenophenes
9e10 (Method C)

A vial charged with palladium(II) chloride (7 mg, 0.037 mmol),
triphenylphosphine (20 mg, 0.075 mmol) and copper(I) iodide
(14 mg, 0.075 mmol) in 5 mL of DMF was barbotated with Ar for
15 min at 40 �C. Then 1 (0.25 g, 0.753 mmol), terminal acethylene
(1.1 mmol), and triethylamine (1 mL) was added to the reaction
mixture. After 20 h of heating at 100� C and usual workup crude
product was purified by flash chromatography on silica gel using
the mixture petroleum ether e ethylacetate as eluent.

3.4.1. 3-Phenylethynylbenzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester (9)

Yield: 28%.

3.4.2. 3-(Cyclohex-1-enylethynyl)benzo[b]selenophene-2-
carboxylic acid ethyl ester (10)

Yield: 67%.
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3.5. General procedure for the preparation of benzo[b]selenophenes
11e21

A vial charged with 1 (0.25 g, 0.753 mmol), Pd2dba3 (34 mg,
0.037 mmol), xantphos (39 mg, 0.075 mmol) and arylamine
(0.979 mmol) in 5 mL of xylene was barbotated with Ar for 15 min.
Then cesium carbonate (0.663 g, 2.03 mmol) was added and reac-
tion mixture was heated for 20 h at 120� C. After usual workup
crude product was purified by flash chromatography on silica gel
using the mixture petroleum ether e ethylacetate as eluent.

3.5.1. 3-Phenylaminobenzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester (11)

Yield: 77%, mp ¼ 63e64 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.37 (3H, t, CH3, J ¼ 6.8 Hz); 4.33 (2H, q, CH2, J ¼ 6.8 Hz);
6.97e7.06 (3H, m, 3 � ArH); 7.11e7.17 (1H, m, ArH); 7.20e7.26 (2H,
m, 2 � ArH); 7.30e7.36 (1H, m, ArH); 7.41e7.45 (1H, m, ArH);
7.77e7.82 (1H, m, ArH); 8.79 (1H, br s, NH). 13C NMR (100.6 MHz,
CDCl3/TMS) d (ppm): 14.4; 61.0; 108.3; 121.2; 123.0; 123.8; 126.3;
127.5; 127.6; 129.0; 135.1; 140.2; 143.0; 148.3; 166.4. Anal.
(C17H15NO2Se) C, H, N.

3.5.2. 3-(Pyrid-3-ylamino)benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid
ethyl ester (12)

Yield: 81%, mp ¼ 174e175 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.39 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.36 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
7.15 (1H, dd, ArH, J¼ 4.4 Hz, J¼ 8.4 Hz); 7.18e7.23 (2H, m, 2� ArH);
7.36e7.40 (2H, m, 2� ArH); 7.84 (1H, dt, ArH, J¼ 1.4 Hz, J¼ 8.4 Hz);
8.29 (1H, dd, ArH, J ¼ 1.4 Hz, J ¼ 4.8 Hz); 8.38 (1H, d, ArH,
J ¼ 2.8 Hz); 8.72 (1H, br s, NH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 14.3; 61.3; 110.9; 123.4; 124.3; 126.5; 126.9; 127.0; 124.8;
127.9; 134.6; 139.6; 140.2; 142.5; 143.8; 146.7; 166.2. 77Se NMR
(39.74 MHz, CDCl3), d (ppm): 474.42. Anal. (C16H14N2O2Se) C, H, N.

3.5.3. 3-(Pyrid-4-ylamino)benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid
ethyl ester (13)

Yield: 96%, mp ¼ 136e138 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.37 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.34 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
6.73 (2H, d, ArH, J¼ 5.2 Hz); 7.27e7.32 (1H, m, ArH); 7.39e7.44 (1H,
m, ArH); 7.58 (1H, d, ArH, J ¼ 4.0 Hz); 7.86 (1H, d, ArH, J ¼ 4.0 Hz);
8.31 (1H, d, ArH, J ¼ 5.2 Hz); 8.40 (1H, br s, NH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.3; 31.5; 112.6; 115.9; 124.5;
126.4; 127.0; 127.9; 135.3; 140.0; 144.2; 150.0; 150.3; 165.5. ESI-
MS: 347.3. Anal. (C16H14N2O2Se) C, H, N.

3.5.4. 11-Selena-5,9a-diazabenzo[b]fluoren-10-one (14)
Yield: 87%, mp ¼ 222e223 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)

d (ppm): 7.14e7.15 (1H, m, ArH), 7.55e7.57 (2H, m, ArH), 7.67e7.68
(1H, m, ArH), 7.69e7.78 (1H, m, ArH), 7.95e7.97 (1H, m, ArH),
8.46e8.49 (1H, m, ArH), 9.08e9.10 (1H, m, ArH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 114.5; 125.3; 126.1; 126.4; 126.5;
129.8; 134.4; 137.0; 142.0; 149.6; 155.7; 156.9. ESI-MS: 300.9. Anal.
(C14H8N2OSe) C, H, N.

3.5.5. 9-Methyl-11-selena-5,9a-diazabenzo[b]fluoren-10-one (15)
Yield: 61%, mp ¼ 203e205 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)

d (ppm): 3.13 (3H, s, CH3); 6.62e6.63 (1H,m, ArH); 7.36e7.38 (1H,m,
ArH); 7.48e7.53 (3H, m, ArH); 7.88e7.91 (1H, m, ArH); 8.35e8.38
(1H, m, ArH). 13C NMR (100.6MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 25.1; 117.6;
125.2; 125.4; 125.9; 126.4; 129.5; 133.6; 136.9; 142.0; 143.1; 152.3;
155.5; 159.5. ESI-MS: 315.2. Anal. (C15H10N2OSe) C, H, N.

3.5.6. 11-Selena-5,9a-diaza-8-chlorobenzo[b]fluoren-10-one (16)
Yield: 17%, mp>230 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)

d (ppm): 7.55e7.67 (3H, m, 3 � ArH), 7.72e7.76 (1H, m, ArH),
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7.95e8.01 (1H, m, ArH), 8.45e8.51 (1H, m, ArH), 9.11e9.14 (1H, m,
ArH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 123.2; 124.2;
125.5; 126.2; 126.4; 127.4; 130.0; 135.8; 136.8; 142.1; 147.9; 154.8;
156.7. ESI-MS: 335.0.

3.5.7. 6-Chloro-8-trifluoromethyl-11-Selena-5,9a-diazabenzo[b]
fluoren-10-one (17)

Yield: 54%, mp ¼ 215e217 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm):7.56e7.60 (2H,m,ArH),7.88 (1H,d, J¼2,0Hz,ArH),7.94e7.97
(1H,m,ArH), 8.52e8.55 (1H,m,ArH),9.30e9.31 (1H,m,ArH).13CNMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 116.9; 117.3; 117.4; 121.0; 123.7;
124.9; 125.7; 126.3; 126.7; 128.3; 130.4; 132.4; 136.6; 142.5; 146.0;
155.3; 156.2. ESI-MS: 403.0. Anal. (C15H6ClF3N2OSe) C, H, N.

3.5.8. 11-Selena-5,7,9a-triazabenzo[b]fluoren-10-one (18)
Yield: 70%, mp>230 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)

d (ppm): 7.61e7.65 (2H, m, ArH), 7.99e8.03 (1H, m, ArH), 8.13 (1H,
d, J ¼ 9.2 Hz, ArH), 8.53e8.57 (1H, m, ArH), 8.75 (1H, d,
J ¼ 12,4 Hz, ArH), 9.25 (1H, s, ArH). ESI-MS: 302.0. Anal.
(C13H7N3OSe) C, H, N.

3.5.9. 8-Selena-1,6a,13-triaza-indeno [2,1-b]phenanthren-7-one
(19)

Yield: 74%, mp>230 �C. 1H NMR (400MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):
7.28 (1H, d, J ¼ 7.6 Hz, ArH), 7.57e7.64 (2H, m, 2 � ArH), 7.76 (1H,
dd, J1 ¼ 4.4 Hz, J2 ¼ 8.0 Hz, ArH), 7.97e8.03 (1H, m, ArH), 8.13 (1H,
dd, J1¼1.6 Hz, J2¼ 8.0 Hz, ArH), 8.80e8.86 (1H, m, ArH), 8.97 (1H, d,
J ¼ 8.0 Hz, ArH), 9.20 (1H, dd, J1 ¼1.6 Hz, J2 ¼ 4.4 Hz, ArH). ESI-MS:
352.0. Anal. (C17H9N3OSe) C, H, N.

3.5.10. 7-Methyl-9H-thiazolo [3,2-a]benzo[b]selenopheno [3,2-d]
pyrimidin-9-one (20)

Yield: 66%, mp>230 �C. 1H NMR (400MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):
2.90 (3H, d, J ¼ 1.2 Hz, CH3), 6.46 (1H, d, J ¼ 1.2 Hz, ArH), 7.49e7.56
(2H, m, 2 � ArH), 7.89e7.95 (1H, m, ArH), 8.30e8.36 (1H, m, ArH).
13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 18.7; 105.5; 125.3;
125.8; 126.4; 129.3; 135.8; 136.3; 141.9; 155.4; 159.0; 162.6. ESI-
MS: 320.9. Anal. (C13H8N2OSSe) C, H, N.

3.5.11. 9H-Benzthiazolo [3,2-a]benzo[b]selenopheno [3,2-d]
pyrimidin-9-one (21)

Yield: 83%, mp>230 �C. 1H NMR (400MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):
7.49e7.60 (4H, m, 4 � ArH), 7.70e7.75 (1H, m, ArH), 7.94e7.99 (1H,
m, ArH), 8.37e8.43 (1H, m, ArH), 9.14e9.19 (1H, m, ArH). ESI-MS:
357.1. Anal. (C16H8N2OSSe) C, H, N.

3.6. General procedure for the preparation of benzo[b]selenophenes
22e28

Avial charged with 1 (0.25 g, 0.753 mmol), KF/Al2O3 (0.7 g) thiol
(1.1 mmol), and 18-crown-6 (0.05 g, 0.225 mmol) in 5 mL of
acetonitrile was heated for 20 h at 80 �C. Then solvent was evap-
orated under reduced pressure and crude product was purified by
flash chromatography on silica gel using the mixture petroleum
ether e ethylacetate as eluent.

3.6.1. 3-Phenylthiobenzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester (22)

Yield: 47%, mp ¼ 71e72 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.32 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.33 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
7.06e7.18 (5H, m, 8 � ArH); 7.32e7.7.42 (2H, m, ArH); 7.88e7.89
(1H, m, ArH); 7.96e7.99 (1H, m, ArH). 13C NMR (100.6 MHz,
CDCl3/TMS) d (ppm): 14.2; 61.9; 125.3; 125.6; 125.7; 127.4; 127.6;
127.7; 128.9; 132.7; 136.7; 139.2; 141.4; 142.3; 162.8. Anal.
(C17H14O2SSe) C, H.
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3.6.2. 3-Phenylselenobenzo[b]selenophene-2-carboxylic acid ethyl
ester (23)

Yield: 64%, mp ¼ 60e61 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.35 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.36 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
7.10e7.18 (3H, m, 3 � ArH); 7.25e7.31 (3H, m, 3 � ArH); 7.32e7.38
(1H, m, ArH); 7.84e7.89 (1H, m, ArH); 7.91e7.96 (1H, m, ArH). 13C
NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.2; 61.9; 125.2; 125.5;
126.6; 127.3; 129.0; 129.2; 129.3; 130.8; 132.1; 137.2; 142.1; 143.0;
163.2. Anal. (C17H14O2Se2) C, H.

3.6.3. 3-(Pyrid-2-ylthio)benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid
ethyl ester (24)

Yield: 43%, mp ¼ 124e125 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.28 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.31 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
6.76e6.80 (1H, m, ArH); 6.92e6.98 (1H, m, ArH); 7.33e7.46 (3H, m,
3 � ArH); 7.89e7.94 (1H, m, ArH); 7.99e8.04 (1H, m, ArH);
8.34e8.38 (1H, m, ArH). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm):
14.1; 61.9; 119.9; 121.1; 125.5; 125.6; 127.5; 127.6; 130.3; 136.6;
140.5; 141.5; 142.4; 149.5; 159.8; 162.8. Anal. (C17H13NO2SSe)
C, H, N.

3.6.4. 3-(2-Pyrimidylthio)benzo[b]selenophene-2-carboxylic acid
ethyl ester (25)

Yield: 55%, mp ¼ 95e97 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.28 (3H, t, CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.30 (2H, q, CH2, J ¼ 7.2 Hz);
6.95 (1H, m, ArH); 7.36e7.51 (2H, m, 2 � ArH); 7.89e7.98 (1H, m,
ArH); 8.02e8.11 (1H, m, ArH); 8.43 (2H, d, 2 � ArH, J ¼ 4.6 Hz). 13C
NMR (100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.1; 61.7; 117.0; 125.3;
125.6; 127.0; 127.4; 129.1; 140.2; 141.3; 142.5; 157.4; 162.7; 171.5.
77Se NMR (39.74 MHz, CDCl3), d (ppm): 588.14. Anal.
(C15H12N2O2SSe) C, H, N.

3.6.5. 3-[2-(N-Methylimidazolylthio)]benzo[b]selenophene-2-
carboxylic acid ethyl ester (26)

Yield: 68%, mp ¼ 105e106 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)
d (ppm): 1.41 (3H, t, CH3, J ¼ 7.6 Hz); 3.56 (3H, s, CH3); 4.40 (2H, q,
CH2, J ¼ 7.6 Hz); 6.89 (1H, s, CH); 7.07 (1H, s, CH); 7.33e7.40 (2H, m,
ArH); 7.83e7.85 (1H, m, ArH); 8.05e8.08 (1H, m, ArH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.3; 33.8; 61.9; 123.3; 125.5;
127.5; 127.6; 129.7; 132.0; 134.9; 138.1; 141.2; 141.8; 162.9. Anal.
(C15H14N2O2SSe) C, H, N.

3.6.6. Diethyl 3,3’-thiodibenzo[b]selenophene-2-carboxylate (28)
Yield: 42%, mp ¼ 128e129 �C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/TMS)

d (ppm): 1.29 (6H, t, 2 � CH3, J ¼ 7.2 Hz); 4.28 (4H, q, 2 � CH2,
J¼ 7.2 Hz); 7.18e7.25 (2H, m, 2� ArH); 7.28e7.35 (2H, m, 2� ArH);
7.73e7.77 (2H, m, 2 � ArH); 7.79e7.83 (2H, m, 2 � ArH). 13C NMR
(100.6 MHz, CDCl3/TMS) d (ppm): 14.2; 61.8; 125.2; 125.7; 126.6;
127.3; 133.9; 134.5; 140.8; 141.7; 162.9. Anal. (C22H18O4SSe2) C, H.

3.7. In vitro cytotoxicity assay

Monolayer tumor cell line: HT-1080 (human fibrosarcoma), MG-
22A (mice hepatoma), and NIH 3T3 (normal mouse fibroblasts)
were cultured in standard medium DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) without an indicator (“Sigma”) supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (“Sigma”). After the
ampoule was thawed the cells from 1 to 4 passages were used.
About 2e5.104 cells/mL (depending on line nature) were placed in
96-well plates immediately after compounds were added to the
wells. The control cells without test compounds were cultured on
separate plate. The plates were incubated for 72 h, 37 �C, 5% CO2.
The number of surviving cells was determined using tri(4-
dimethylaminophenyl)methyl chloride (Crystal Violet) or 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinium bromide (MTT),
0
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and the concentration of nitric oxide (NO) was determined
according to [28]. MTT-test: after incubating with preparations
culture medium was removed and 200 mL fresh medium with
10 mM HEPES was added in each well of the plate, than 20 mL MTT
(2 mg/mL in HBSS) was added. After incubation (3 h, 37 �C, 5% CO2)
the medium with MTT was removed and 200 mL DMSO and 25 mL
glycine buffer pH 10.5 were added at once to each sample. The
samples were tested at 540 nm on Anthos HT II photometer. CV-
test: after incubating with preparations cell culture was removed
and 100ml 1% glutaraldehide in HBSS was added to each well. After
incubation (15 min) the HBSS with glutaraldehide the samples
washed off H2O (1 time) and 0.05% crystal violet were added. After
incubationwith dye (15 min) the samples washed off H2O (3 times)
and citrate buffers pH 4.2 and ethanol (1:1) was added. The samples
were tested at 540 nm.

3.8. Morphology assay

The change in cell morphology caused by benzo[b]selenophenes
was investigated under inverted fluorescence microscope Nikon
ECLIPSE TE 300. Acridine orange stain (Sigma) was used. Stain
solution: 10 mg/mL acridin orange in phosphate buffered saline
(PBS) pH 7.4. After incubating with benzo[b]selenophenes 72 h,
37 �C, 5% CO2 the adherent cells were stained in 96-wells cell
culture plate (Sarsted AG). Cell culture mediumswere removed and
40 mL stain solutionwas added in eachwell. After 2min the dyewas
removed and samples once washed with PBS. Then 40 mL PBS was
added to the samples and theywere investigated under microscope
control. Chromatin condensation in apoptotic cells was visualized
by staining the cellular DNA with the dye acridine orange [29].
Living cells stained green, apoptotic cells orange or yellow, and
necrotic cells red (Fig. 2).
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Abstract

Synthesis and cytotoxic activity of a series of 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid amides on human fibrosarcoma HT-1080,
mouse hepatoma MG-22A, and mouse fibroblasts 3T3 cell lines are described. The correlation between compound LD50 and 3T3 fibroblast
cell line morphology was shown. In vivo evaluation of amides on mouse sarcoma S-180 confirms high antitumor activity (58e85%).
� 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Selenium has attracted great interest as an essential element
and certain diseases have been eradicated by dietary supple-
mentation of this element. Selenium is essential for cell
metabolism as a component of glutathione peroxidase and
other enzyme systems. Current interest lies in the prevention
of certain cancers by supplementation with selenium [1e3].
One proposed mechanism for this activity is a cytotoxic effect
of selenium on tumor cells [4,5]. Brief exposure of HeLa cells
to micromolar concentrations of selenite resulted in significant
inhibition of tumor cell colony formation, indicating that this
is an assay for selenite cytotoxicity [6]. However, selenium
appears to operate by several mechanisms depending on the
chemical form of selenium, the nature of the carcinogenic pro-
cess, and its dosage. There was no significant difference in the
potency of selenate, selenite, selenium dioxide, selenomethio-
nine and selenocysteine to inhibit the development of mam-
mary tumors, drug-resistant and drug non-resistant human
ovarian tumor cells [7]. The anti-proliferative effects of
selenium have been studied both in vivo and in vitro. The

* Corresponding author. Tel.: þ317 9849464.

E-mail address: pavel.arsenyan@lycos.com (P. Arsenyan).
0223-5234/$ - see front matter � 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserve
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anti-leukemic effect of sodium selenite is associated with inhi-
bition of DNA replication, transcription and translation. It was
shown that 6-phenyl-7(6H )-isoselenazolo[4,3-d]pyrimidone
markedly inhibited the growth of P388 mouse leukemia at
dose of 100 mg/mouse per day � 10 with no sign of toxicity
[8] and 2-amino-4-substituted-selenazoles exhibit high
inhibiting activity on leukemia L1210 cell proliferation
(TD50¼ 0.2e8 mmol/ml) [9,10]. Taking into account the im-
portance of the selenium as a trace element in the organism
our present investigation [11e15] is connected with the syn-
thesis and antitumor activity studies in a series of 4-methyl-
1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid amides.

2. Results and discussion

2.1. Chemistry

The general synthetic route chosen for preparation of
4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid amides in-
cluded amide formation from 4-methyl-5-ethoxycarbonyl-
1,2,3-selenadiazole and corresponding amine (Scheme 1).
The reaction was carried out in ethanol/water solution at
room temperature in darkness to prevent selenadiazole cycle
photodegradation. The 1H, 13C and 77Se NMR data confirm
d.

mailto:pavel.arsenyan@lycos.com
http://www.elsevier.com/locate/ejmech
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the formation of 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid
amides. The selenium signal in the 77Se NMR spectra for all
compounds appears in 1542.3e1563.9 ppm region. Transamida-
tion of ester proceeds very slowly from 10 to 25 days, however
heating is prohibited due to selenadiazole cycle thermolability.
4-Methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid ethyl ester
reacts with amines to obtain amides in 17e95% yields.

2.2. In vitro

The results of these experiments are summarized in Table
1. The majority of tested 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-
carboxylic acid amides 1e7 exhibited slight activity in vitro
on human fibrosarcoma HT-1080 and mouse hepatoma
MG-22A tumor cell lines. The 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-
5-carboxylic acid dimethylamide (1) and di(iso-propyl)amide
analogue 2 have no cytotoxic activity on HT-1080 cell line.
4-Methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid (S )-(1-phe-
nyl-ethyl)-amide (4, 31 mg/mL) is more active than its (R)
enantiomer 3 (100 mg/mL). In a series of cyclic amides 5e7
pyrrolidino derivative 5 shows the highest cytotoxicity

Se

N

N

O

OEt

Se

N

N

O

NRR'
HNRR'

1–7

Scheme 1.
1

(TD50¼ 19 mg/mL on HT-1080). It should be noted that in
the same concentrations 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-car-
boxylic acid amides 1e7 selectively act against tumor and
normal mouse fibroblast (3T3) cells, moreover this series
exhibits low LD50 toxicity (800e1442 mg/kg).

The role of NO in biosystems has attracted considerable
attention in the last decade. NO is formed by enzymatic and
non-enzymatic mechanisms. Because of its molecular weight
and high lipophilicity, NO has good diffusion properties. It
may act not only in the cell where it is produced, but also in
nearby tissues. Biologically produced NO originates from
oxygen and L-arginine in the reaction catalyzed by NO synthase.
NO, a long-lived radical with a wide range of actions, is
known as a regulator of a variety of biological processes
[16]. The NO level was determined accordingly [17], NO
release was defined using the Greyss reagent (by NO2 concen-
tration in the cultural medium). The yield of nitrite was
expressed as NO2 nmol/200 mL of cultural medium in testing
plates for 100% alive cells after CV coloration assay (selena-
diazole’s concentration 100 mg/mL). It was shown (Table 1)
that dimethylamide 1 is a NO radical protector on MG-22A
cell line, but di(iso-propyl)amide analogue 2 exhibits an oppo-
site effect. (R) Enantiomer 3 is a free radical protector on
human fibrosarcoma cell line, besides (S ) analogue 4 which
readily increase NO concentration in the cultural medium
(TG100¼ 200e300%). (4-Methyl-1,2,3-selenadiazol-5-yl)-
pyrrolidin-1-yl-methanone (5) and piperidine derivative 6 are
NO inducers (TG100¼ 100-400%).
Table 1

In vitro cytotoxicity in monolayer tumor cell lines [HT-1080 (human fibrosarcoma), MG-22A (mice hepatoma), NIH 3T3 (normal mouse fibroblasts) and inhibition

of tumor growth (sarcoma S-180)] caused by 1,2,3-selenadiazoles 1e7a

Se
N

N
N

O

R

R

HT-1080 MG-22A NIH 3T3

TD50

LD50

(mg/kg)

S-180

Inhibition (%)

Toxic

effect (%)
TD50

a NO 100%b TD50 NO 100%

1 Me2N c 10 35 63 351 1134 58 17

2 (i-Pr)2N c 29 31 200 718 1755 �32 0

3 N

H

Me

Ph

100 17 29 400 195 1029 20 3

4 N

H

Me

Ph

31 300 32 200 407 1442 �23 0

5 N 19 350 33 350 214 977 85 23

6 N 31 100 27 400 123 800 71 8

7 NO
c 11 34 250 280 1145 c 8

a TD50 e concentration (mg/mL) providing 50% cell killing effect [(CVþMTT)/2].
b No concentration (%) (CV: coloration).
c No cytotoxic effect.
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2.3. Morphology

The influence of the studied 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-
5-carboxylic acid amides 1e7 on the phenotype of mouse
fibroblasts, human fibrosarcoma HT-1080, and mouse hepa-
toma MG-22A cells was examined (Fig. 1). Figures in the table
show the morphological changes after 72 h at 30 �C (visualiza-
tion by acridine orange). Our experimental data shows that
morphology of selenadiazoles 1e7 on 3T3 cells correlates
with cytotoxic data on 3T3 cell line. Derivatives 1, 3, 5, and
6 are more toxic than 2, 4 and 7. Dimethylamide derivative 1
induced apoptosis and polyploidy of fibrosarcoma cells
(Table 2), but di(iso-propyl) analogue 2 increases the amount
of tumor cells. (S )-(1-Phenyl-ethyl)-amide 4 changed the cell
phenotype and mitotic mechanism, however, its (R) analogue
3 has no influence on the fibrosarcoma cell phenotype. The
introduction of piperidinyl fragment into the molecule (6) leads
to the increase in cell volume and formation of more than one
apoptotic nucleus. The inspection of selenadiazole amides
1e7 influence on mouse hepatoma MG-22A phenotype shows
that only dimethylamide 1 and pyrrolidine derivative 5 evoke
apoptosis.

2.4. In vivo

Antitumor activity of 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-car-
boxylic acid amides 1e7 against sarcoma S-180 was deter-
mined for male ICR mice (18e20 g). The 4-methyl-1,2,3-
selenadiazole-5-carboxylic acid dimethylamide (1) inhibits
sarcoma growing by 58% in dose 2 mg/kg in two days, but
negatively influences on mice respiratory system due to its
toxic effect (17%). Di(iso-propyl)amide analogue 2 undesir-
ably increases the tumor growth by 32%. The introduction
of optical center in the core molecule [3 e (R)-isomer; 4 e
(S )-isomer] shows an opposite activity: (R) analogue slightly
inhibits sarcoma growing, however, (S )-isomer increases the
tumor growth by 23% in 8 days. Experimental data for cyclic
amides 5e7 show mice weight decrease by 8e23%. Pyrroli-
dine amide 5 possesses the sarcoma S-180 inhibition ability
by 85% with simultaneous loss of mice weight by 23%.
Fig. 1. 4-Methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid amides 1e5 morphology data (HT-1080 cell line).
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Piperidino analogue 6 shows high inhibition level (71%) and
relatively slight influence on mice weight. Besides, introduc-
tion of the oxygen atom in the amide cycle (7) leads to disap-
pearance of the tumor growth inhibition ability.

2.5. Conclusions

4-Methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic acid amides
were prepared by convenient synthetic way. The correlation
between compound LD50 and 3T3 fibroblast cell line morphol-
ogy was shown. 4-Methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic
acid amides show a potency in vitro against HT-1080 and
MG-22A tumor cell lines. In vivo evaluation of amides 1, 3,
and 6 also confirms high antitumor activity against sarcoma
S-180 (58e85%).

3. Experimental section

3.1. General

1H and 77Se NMR spectra were recorded on a Varian 200
Mercury spectrometer at 200 and 39.74 MHz correspondingly
at 303 K in CDCl3/TMS solution. The 1H chemical shifts
are given relative to TMS, 13C e relative to chloroform, and
77Se e relative to dimethyl selenide. The melting points were
determined on a ‘‘digital melting point analyser’’ (Fisher) and
the results are given without correction.

3.2. Synthesis of 4-methyl-1,2,3-selenadiazole-5-
carboxylic acid amides

The mixture of 4-Methyl-1,2,3-selenadiazole-5-carboxylic
acid ethyl ester (0.02 mol) and amine (0.04 mol) in 50% eth-
anol solution in water was stirred in darkness at room temper-
ature (TLC control). After reaction completion the solvent was
evaporated under reduced pressure. Crude product was puri-
fied on silica gel using ethyl acetate/ethanol mixture as an el-
uent with the following recrystallization from ethyl acetate.
1H, 13C, and 77Se NMR data and elemental analysis data are
presented in Table 2.

3.3. In vitro cytotoxicity assay

Monolayer tumor cell line: HT-1080 (human fibrosar-
coma), MG-22A (mice hepatoma), and NIH 3T3 (normal
mouse fibroblasts) were cultured in standard medium
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) without an in-
dicator (‘‘Sigma’’) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (‘‘Sigma’’). After the ampoule was thawed
the cells from one to four passages were used. About
2e5� 104 cells/ml (depending on line nature) were placed
in 96-well plates immediately after compounds added to the
wells. The control cells without test compounds were cultured
on separate plate. The plates were incubated for 72 h at 37 �C
in 5% CO2. The number of surviving cells was determined us-
ing tri(4-dimethylaminophenyl)methyl chloride (crystal vio-
let) or 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinium

146
bromide (MTT), and the concentration of nitric oxide (NO)
was determined according to Ref. [11].

MTT-test: After incubating with preparations culture
medium was removed and 200 ml fresh medium with 10 mM
HEPES was added in each well of the plate, then 20 ml
MTT (2 mg/ml in HBSS) was added. After incubation (3 h,
37 �C, 5% CO2) the medium with MTT was removed and
200 ml DMSO and 25 ml glycine buffer pH 10.5 were added
once to each sample. The samples were tested at 540 nm on
Anthos HT II photometer.

CV-test: After incubating with preparations cell culture was
removed and 100 ml of 1% glutaraldehid in HBSS was added
to each well. After incubation (15 min) the HBSS with gluta-
raldehid samples washed off H2O (1 time) and 0.05% crystal
violet was added. After incubation with dye (15 min) the sam-
ples washed off H2O (3 times) and citrate buffers pH 4.2 and
ethanol (1:1) were added. The samples were tested at 540 nm.

3.4. In vivo activity assay

The compounds were tested in vivo against sarcoma S-180
cells. Sarcoma S-180 (5� 106) cells were inoculated s.c. into
male ICR mice (six weeks old, 18e20 g) on day 0. Drugs were
administered i.p.; the treatment was started 24 h after tumor
transplantation. The number of mice used in each group was
between 6 and 10. The daily dose was 10 mg/kg; duration of
treatment was nine days. The efficacy of the treatment was es-
timated by the ellipsoid formula, V of control group was taken
in calculations for 100%. The tumor volume (V) was calcu-
lated from equation: V¼ 4pab2/3, where a and b are ellipsoid
maximum and minimum diameters (calculated volume was re-
duced by 2 times in the case of flat tumor shape).

3.5. Morphology assay

The change in cell morphology caused by selenadiazole
amides 1e7 was investigated under inverted fluorescence
microscope Nikon ECLIPSE TE 300. Acridine orange stain
(Sigma) was used. Stain solution: 10 mg/ml acridine orange
in phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4. After incubating
with selenadiazole amides for 72 h at 37 �C in 5% CO2 the
adherent cells were stained in 96-wells cell culture plate
(Sarsted AG). Cell culture mediums were removed and 40 ml
stain solution was added in each well. After 2 min the dye
was removed and samples were once washed with PBS.
Then 40 ml PBS was added to the samples and they were inves-
tigated under microscope control. Chromatin condensation in
apoptotic cells was visualized by staining the cellular DNA
with the dye acridine orange [18,19]. Living cells stained
green, apoptotic cells orange or yellow, and necrotic cells red
(Fig. 1). (For interpretation of the references to colors in the
text, the reader is referred to the web version of this article.)
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Abstract

Organoammonium hydroselenites were synthesized and investigated as potential selective, anticancer prodrugs. These compounds were

studied in vitro on human fibrosarcoma (HT-1080), hamster kidney endothelial (BHK 21) and normal mouse embryonic fibroblasts (NIH

3T3). Most of them were very active against HT-1080 (0.6–5.3 g/ml). Amino acid hydroselenites readily increased the nitric oxide (NO)

concentration in the culture medium of HT-1080 cells (up to TG100 = 1500%); however, 4-amidohydroximinomethylpyridinium hydroselenite

(TG100 = 24%) and o-phenanthrolinium hydroselenite (TG100 = 50%) were free radical inhibitors. All compounds were glutathione peroxidase

inhibitors; some of them could also prevent hydrogen peroxide degradation by inhibition of catalase. The influence of the investigated

ammonium hydroselenites on tumor cell (HT-1080) morphology was examined. The substances studied were also active in vivo against

sarcoma S-180. The role of organoammonium hydroselenites as free radical regulators and their therapeutic antitumor are discussed.
D 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
Keywords: Antitumor activity; Catalase; Hydroselenite; Glutathione peroxidase; Morphology; Nitric oxide (NO); Selenium
1. Introduction

Selenium has attracted great interest as an essential

element and certain diseases have been eradicated by diet-

ary supplementation of this element. Selenium is essential

for cell metabolism as a component of glutathione perox-

idase and other enzyme systems. Current interest lies in the

prevention of certain cancers by supplementation with

selenium (Hill and Meat, 2002; Moyad, 2002; Spallholz,

2001). One proposed mechanism for this activity is a

cytotoxic effect of selenium on tumor cells (Mugesh et

al., 2001; Alaejos et al., 2000). Brief exposure of HeLa

cells to micromolar concentrations of selenite resulted in

significant inhibition of tumor cell colony formation, indi-

cating that this is an assay for selenite cytotoxicity (Caffrey

and Frenkel, 1991). However, selenium appears to operate

by several mechanisms depending on the chemical form of

selenium, the nature of the carcinogenic process and its

dosage. There was no significant difference in the potency
0014-2999/03/$ - see front matter D 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserv
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of selenate, selenite, selenium dioxide, selenomethionine

and selenocysteine to inhibit the development of mammary

tumors, drug-resistant and drug nonresistant human ovarian

tumor cells (Caffrey and Frenkel, 1997). The antiprolifer-

ative effects of selenium have been studied both in vivo

and in vitro. The antileukemic effect of sodium selenite is

associated with inhibition of DNA replication, transcription

and translation. Selenocystine and sodium selenite have

antitumor activity and these are also the only compounds,

which demonstrate significant redox chemistry, including

depletion of cellular glutathione, stimulation of glutathione

reductase and stimulation of oxygen consumption. The

interaction of these two compounds with glutathione sug-

gests an intriguing potential role for them in cancer therapy

(Batist et al., 1986). Significant chemopreventive effects

have been produced with sodium selenite in the following

rodent model carcinogenesis systems: mouse skin papillo-

mas, rat mammary adenocarcinoma, hamster tracheal squ-

amous cell carcinoma and mouse bladder carcinoma,

mouse colon and lung adenocarcinoma, rat and mouse

colon adenocarcinoma (Boone et al., 1992). Sodium selen-

ite may provide protection against cis-diaminedichloropla-

tinum(II) nephrotoxicity when it is given before cis-
ed.
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diaminedichloroplatinum(II). Moreover, selenium has anti-

neoplastic activity against several tumors. Administration

of sodium selenite reduces cisplatin toxicity without inhib-

iting the antitumor activity of cisplatin. The combination of

these qualities may open new perspectives in cancer

chemotherapy (Baldew et al., 1989; Olas and Wachowicz,

1997).

The majority of tested organic base hydroselenites ex-

hibit high activity in vitro in investigated tumor cell lines. o-

Phenanthrolinium and imidazolinium selenites exhibit the

highest cytotoxic effect on HT-1080, MG-22A, B16 and

Neuro 2A cell lines. In addition, that most synthesized

selenites are very active (0.5–0.6 Ag/ml) against mouse

melanoma B16. Of a series of ethanolamine derivatives, N-

methylethanolammonium selenite is more active in experi-

ments with Neuro 2A cells (TD50 = 1 Ag/ml), while trietha-

nolammonium selenite is toxic against HT-1080 cells

(TD50 = 2.3 Ag/ml), being less toxic against normal cells

3T3 (TD50 = 47.7 Ag/ml) (Lukevics et al., 2002a). Previ-

ously, we reported that hydroselenites are able to activate

nitric oxide generation in various tumor cell cultures

(Lukevics et al., 2002b). The activation of nitric oxide

production is especially prolonged in HT-1080 and MG-

22A cell lines. The amount of nitric oxide produced

depends on the type of tumor and the cation structure.

According to the literature and our results, we propose that

the antitumor effect of hydroselenites stems from the fact

that they are able to regulate the free radical balance in vitro

and in vivo.

In the current study, we report the cytotoxic activity of

selected organoammonium hydroselenites in vitro against

HT-1080, BHK 21 and NIH 3T3 cell lines, their activity

against glutathione peroxidase and catalase, and in vivo

against sarcoma S-180 and their effect on cell morphology.

The role of organoammonium hydroselenites as free radical

regulators and the therapeutic antitumor effect of a balanced

generation of free radicals are discussed.
2. Materials and methods

2.1. Synthesis of hydroselenites

To a solution of the amine (4-hydroximinomethylpyr-

ide, 4-amidohydroximinomethylpyride, benzimidazole, 2-

mercaptobenzimidazole, o-phenanthroline, triethanolamine,

h-Ala, L-Ser, L-Pro, Gly–Gly, Gly–Gly–Gly, L-Ala-Gly-

Pro-ONb) (0.02 mol) in 50 ml of water or a mixture of

water/ethanol (1:1), the equimolar amount of selenium

dioxide was added. The reaction mixture was stirred 1 h

at room temperature. The residue was recrystallized from

ethanol or purified on silica gel. The structure was con-

firmed by the 1H, 13C, 77Se nuclear magnetic resonance

(NMR) data, and in the case of triethanolammonium

hydroselenite [HN+(CH2CH2OH)3HSeO3
�] by X-ray anal-

ysis (Lukevics et al., 2002a,b).
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2.2. In vitro cytotoxicity assay

Monolayer tumor cell lines, HT-1080 (human fibrosar-

coma), NIH 3T3 (normal mouse fibroblasts) and BHK21

(hamster kidney endothelial) cells, were cultured in standard

medium Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

without an indicator (‘‘Sigma’’) supplemented with 10%

heat-inactivated fetal bovine serum (‘‘Sigma’’). After the

ampoule was thawed, the cells from one to four passages

were used. About 2–5� 104 cells/ml (depending on line

nature) were placed in 96-well plates immediately after

compounds were added to the wells. The control cells

without test compounds were cultured on separate plate.

The plates were incubated for 72 h, 37 jC, 5% CO2. The

number of surviving cells was determined using tri(4-

dimethylaminophenyl)methyl chloride (crystal violet) or 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinium bro-

mide (MTT), and the concentration of nitric oxide (NO)

was determined according to Lukevics et al. (2002a).

Glutathione peroxidase activity and catalase activity were

determined according to Eventoff (1976).

2.3. In vivo activity assay

The compounds were tested in vivo against sarcoma S-

180 cells. Sarcoma S-180 (5� 106) cells were inoculated

s.c. into male ICR mice (6 weeks old, 18–20 g) on day 0.

Drugs were administered i.p.; the treatment was started 24 h

after tumor transplantation. The number of mice used in

each group was between 6 and 10. The daily dose was 10

mg/kg; duration of treatment was 9 days. The efficacy of the

treatment was estimated by the ellipsoid formula; V of

control group was taken in calculations for 100%. The

tumor volume (V) was calculated from equation: V =

4pab2/3, where a and b are ellipsoid maximum and mini-

mum diameters (calculated volume was reduced by two

times in the case of flat tumor shape).

2.4. Morphology assay

The change in cell morphology caused by hydroselen-

ites was investigated on Nikon ECLIPSE TE 300 micro-

scope slides. Crystal violet and acridine orange stains were

used. The adherent cells were stained in the plate wells

following culture of the cells with hydroselenites. Chro-

matin condensation in apoptotic cells was visualized by

staining the cellular DNA with the dye acridine orange

(Loweth and Morgan, 1998). Living cells stained green,

apoptotic cells orange or yellow and necrotic cells red

(Fig. 2).
3. Results

The results of cytotoxic activity studies of organoammo-

nium hydroselenites 1–12 in vitro on HT-1080, BHK 21
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and NIH 3T3 cells are summarized in Table 1. The majority

of the compounds tested, such as 4-amidohydroximinome-

thylpyridinium hydroselenite (2) (3.6 Ag/ml), o-phenanthro-

linium hydroselenite (5) (0.6 Ag/ml), triethanolammonium

hydroselenite (6) (3.15 Ag/ml) and prolinium hydroselenite

(9) (1.7 Ag/ml), exhibited a high activity in vitro on human

fibrosarcoma HT-1080 cells.

Glutathione peroxidase and catalase inhibition data for

the organoammonium hydroselenites 1–12 are given in
Table 1

In vitro cytotoxicity in monolayer tumor cell lines [HT-1080 (human fibrosarco

endothelial)] and inhibition of tumor growth (sarcoma S-180) and enzyme activit

a TD50 concentration (Ag/ml) providing 50% cell killing effect [(CV+MTT)/2

150
Table 1. All compounds studied were glutathione peroxi-

dase inhibitors. Some derivatives also prevented hydrogen

peroxide degradation by inhibiting catalase.

Compounds 1–12 mostly increased the NO concentra-

tion in the culture medium. This effect was especially

expressed in the case of compounds 7–11 (TG100 = 600–

1500%) incubated with HT-1080 cells. The effect on NO

generation of compounds 2 (TG100 = 24%) and 5 (TG100 =

50%) showed that they were free radical inhibitors.
ma), NIH 3T3 (normal mouse fibroblasts) and BHK21 (hamster kidney

y (glutathione peroxidase and catalase) caused by hydroselenites 1–12a

]; NO concentration (%) (CV: coloration); ‘‘� ’’ tumor growth activation.
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The influence of the studied ammonium hydroselenites

1–12 on tumor cell (fibrosarcoma HT-1080) morphology

was examined. Figs. 2 and 3 present the changes in

morphology after 72 h (visualization by acridine orange

and crystal violet).

The antitumor activity of hydroselenites 1–12 was tested

against sarcoma S-180 in male ICR mice (18–20 g). 4-

Hydroximinomethylpyridinium hydroselenite (1) exhibited

antitumor activity, without having a cytotoxic effect. Pyr-

idinium hydroselenites 1 and 2 inhibited tumor growth by

25% and 27%, respectively (Table 1). Inspection of the

tumor inhibition activity of compounds 7–12 showed that

h-alanine hydroselenite (7) and prolinium hydroselenite (9)

had no influence on sarcoma growth.
Fig. 1. The major reactive pathways of NO under physiological conditions.

The extent and dynamics of NO action suggest the formation of regulatory

compounds and NO-dependent processes to transform the tumor cell under

pathological conditions to a normal state of NO action [the four vectors

toward different biomolecules (RSNO, NOx, [M
. . .NO], NOO�)].
4. Discussion

The cytotoxic activity results showed that the studied

hydroselenites are cytotoxic against human fibrosarcoma

HT-1080 cells. It should be noted that, at the same concen-

trations, many hydroselenites were toxic against both fibro-

sarcoma and normal cells (NIH 3T3 and BHK 21).

Benzimidazolinium hydroselenite (3) and 2-mercaptobenzi-

midazolinium hydroselenite (4) had comparable NO gener-

ating activity, but the insertion of a mercapto substituent into

the benzimidazole ring (4) considerably decreased cytotox-

icity against fibrosarcoma HT-1080. In a series of com-

pounds (7–12), 9 was the most active in the experiments

with HT-1080, while tripeptide derivative 12 had the highest

selectivity (TD50 = 2.0 Ag/ml on HT-1080), being less toxic

against normal cells 3T3 (TD50 = 7.9 Ag/ml on NIH 3T3).

The regulation of the glutathione peroxidase/glutathione

reductase system may affect free radical balance in tumors.

Glutathione peroxidase may scavenge various peroxides.

Overprotection of this enzyme was observed to suppress

reactive oxygen species inducing apoptotic death. The

extent of enzymes inhibition strongly depended on the

nature of the cation structure. Compounds 6 and 7 demon-

strated the greatest inhibition glutathione peroxidase (60–

62%). However, they showed opposite activity on catalase:

hydroselenite 6 has no influence (� 2%), but 7 completely

inhibited catalase activity (99%). Also, serine (8) and

glycylglycine (10) hydroselenites even at a concentration

1�10� 4 M completely inhibited catalase (99–100%).

The role of NO in biosystems has attracted considerable

attention in the last decade. NO is formed by enzymatic and

nonenzymatic mechanisms. Because of its molecular weight

and high lipophilicity, NO has good diffusion properties. It

may act not only in the cell where it is produced, but also in

nearby tissues. NO and oxygen anion (O2
�) have a similar

number of electrons and compete in biosystems. The under-

standing the role of NO, NO derivatives and NO inhibitors in

the therapy of cancer is difficult because the data in the

literature are contradictory. The multitude of actions and

dynamics of NO suggest that regulatory compounds and NO-
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dependent processes lead to the transformation of cells into

tumor cells under pathological conditions and to the normal

action of NO under normal conditions (Fig. 1). We present a

model with the four vectors pointing towards different

biomolecules (RSNO, NOx, [M
. . .NO], ONOO�). The bot-

tom of the cone represents the normal level of NO-dependent

system. Any biochemical or photochemical impulse from

outside the system leads to the activation of NO system. The

top of the cone represents the maximum activation of the

system without pathological process occurring. If the

impulse is too strong, the process by which a normal cell is

converted into a tumor starts. The addition of selenium-

containing derivatives 1–12 reduced the activation level to

the inactivated state. It is necessary to regulate the entire

system, not just one of the components. Our results indicate

that the investigated organoammonium hydroselenites may

be promising antitumor agents with an action mediated by

the regulation of radical formation. The hydroselenite com-

pounds 1–12 disrupt the different radical-dependent systems

and slowly normalize the biochemical processes in the cell.

Biologically produced NO originates from oxygen and L-

arginine in the reaction catalyzed by NO synthase. NO, a

long-lived radical with a wide range of actions, is known as

a regulator of a variety of biological processes (Bauer et al.,

2000). In the case of hydroselenites 1–12, the role of thiol is

played by glutathione. Moreover, hydroselenites may regu-

late the level of glutathione in the cell because selenium-

containing derivatives are glutathione peroxidase inhibitors.
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According to our results, there is no correlation between the

ability to inhibit glutathione peroxidase and the efficacy to

generate NO. The increase in NO depends on the type of

tissue, prodrug dose, etc. According to the literature, the con-

version of L-arginine to L-citrulline with production of NO is

catalyzed by heme iron (Pufahl andMarletta, 1993). The NO-

inhibiting activity of compounds 2 and 5may stem from their

ability to make complexes with iron by amidoxime and two

nitrogen fragments, respectively. Compounds 3, 4 and espe-

cially amino acid hydroselenites 7–11, unlike L-arginine and

L-ornithine derivatives (Mayer et al., 1991; Stuehr et al.,
Fig. 2. (A) View of human fibrosarcoma HT-1080 cells (24 jC, 72 h) visualized by

a green color, cells with orange or yellow color are apoptotics, and cells with a red c

with benzimidazolinium hydroselenite 3; (C) with 2-mercaptobenzimidazolinium

hydroselenite 8 in dose 0.3 Ag/ml; (F) with serine hydroselenite 8 in dose 3.0 Ag
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1991), readily increased the NO concentration in the culture

medium of HT-1080 cells (TG100 = 600–1500%). The amino

acid derivatives studied nonspecifically activated NO gen-

eration in the cell. There was no correlation between NO

generation and the cytotoxic effect of the salts studied that

related to specific features of the cell lines.

The influence of the studied ammonium hydroselenites

1–12 on the phenotype of fibrosarcoma HT-1080 cells was

examined. Figs. 2 and 3 show the morphological changes

after 72 h (visualization by acridine orange and crystal

violet). Figs. 2A and 3A show the morphological structure
staining the cellular DNAwith the dye acridine orange. Living cells exhibit

olor are necrotics; (B) view of human fibrosarcoma HT-1080 cell phenotype

hydroselenite 4; (D) with phenantrolinium hydroselenite 5; (E) with serine

/ml; (G) with tripeptide hydroselenite 12.



Fig. 3. (A) View of human fibrosarcoma HT-1080 cells (24 jC, 72 h) visualized with crystal violet; (B) view of human fibrosarcoma HT-1080 cell phenotype

with benzimidazolinium hydroselenite 3; (C) with 2-mercaptobenzimidazolinium hydroselenite 4; (D) with phenantrolinium hydroselenite 5; (E) with serine

hydroselenite 8 in dose 0.3 Ag/ml; (F) with serine hydroselenite 8 in dose 3.0 Ag/ml; (G) with tripeptide hydroselenite 12.
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of human fibrosarcoma HT-1080 cells at 30 jC (control). The

majority of tumor cells were alive and the cell nucleus was a

dark color. Compound 3 induced apoptosis of fibrosarcoma

cells (Figs. 2B and 3B). Derivative 3 changed the cell

phenotype and mitotic mechanism. The cells increased in

volume and contained more than one apoptotic nucleus. The

insertion of a thiol substituent into the benzimidazole ring (4)

significantly changed the type of action (Figs. 2C and 3C),

with only few tumor cells undergoing apoptosis, as in the

control. The action of hydroselenite 5 (Figs. 2D and 3D) was

similar to that of hydroselenite 3 with more extensive cell

polyploidy and high level of dispersity. To establish the dose-

apoptotic activity relationship, the effect on cell morphology
153
of serine hydroselenite (8) was studied at a dose of 0.3 (Figs.

2E and 3E) and 3 Ag/ml (Figs. 2F and 3F). With the low dose,

the tumor cells became friable, with two to five apoptotic

nuclei. Increasing the dose of compound 8 by 10 times led to

full apoptosis: the cells started to round off and their volume

decreased. The increase in apoptosis depending on serine

hydroselenite (8) concentration could be due to the high level

of NO generation (TG100 =1150%). The tripeptide hydro-

selenite (12) strongly induced the extensive apoptosis, poly-

ploidy and cell nucleus fragmentation (Figs. 2G and 3G). It

should be noted that pyridinium hydroselenites (1 and 2),

triethanolammonium hydroselenite (6) and amino acid

hydroselenites (7, 9, 10 and 11) had no effect on tumor cell
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morphology. An increase in NO level leads to apoptosis,

whereas an increase in the oxygen radical level leads to

necrosis. Fig. 3 shows that, in general, tumor cells die by

apoptosis (Blanco et al., 1995). So, the way a tumor cell dies

reflects the radical balance in the system. In our case, NO

radical regulation has a dominant role.

Pyridinium hydroselenites 1 and 2 inhibited tumor

growth by 25% and 27%, respectively; however, compound

1 had no cytotoxic effect (Table 1). Hydroselenites 3 and 4

had a different effect on cell morphology and on opposite

influence on the speed of sarcoma S-180 growth. Tumor

growth was inhibited by 51% after 9 days of hydroselenite 3

treatment. The insertion of a mercapto substituent into the

benzimidazole ring (4) led to a stimulation of cancer growth

by 37%. The most active compound in vitro, hydroselenite 5

and the most selective compound 6 were toxic (LD50 = 12.9

mg/kg for hydroselenite 5 and 25.8 mg/kg for compound 6,

i.p.). Selenite 5 at a dose of 10 mg/kg had undesirable effects

and decreased tonus; however, a 39% inhibition of tumor

growth was observed. The same concentration of compound

6 inhibited the tumor growth by 81%. At a dose of 8 mg/kg,

the inhibition of tumor growth by compound 6 was slightly

decreased (73%); however, at this dose, no undesirable side

effects were detected. Inspection of the tumor inhibition

ability of the compounds 7–12 shows that hydroselenites 7

and 9 had no influence on sarcoma growth. Compound 10

(dipeptide with a slight cytotoxicity) inhibited S-180 growth

by 33%. However, the addition of one more glycine frag-

ment (tripeptide 11) led to an undesirable effect, namely

stimulation of tumor growth by 46%. Of the derivatives 7–

12, 8 caused the greatest inhibition of tumor growth (51%).

We report the cytotoxic activity of a series of organo-

ammonium hydroselenites. All the compounds studied are

glutathione peroxidase inhibitors. Some derivatives may

also prevent hydrogen peroxide degradation by inhibiting

catalase. The investigated organoammonium hydroselenites

are potential antitumor agents and act by regulating the free

radical balance. In general, tumor cells die by apoptosis

under the action of selenium derivatives 1–12. Nitric oxide

production plays a major role. A correlation between the cell

morphology changes and antitumor activity was found.

Human fibrosarcoma HT-1080 cell apoptosis caused by

hydroselenite testifies that the compound is able to inhibit

tumor growth.
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New hydroselenites of the different silylalkylthio-substituted N-heterocycles have been prepared by
the reaction of selenium dioxide with N-heterocycles in an aqueous medium. Their structure was
confirmed by 1H, 13C, and 77Se NMR data. Most of these silylalkylthio-substituted N-heterocycles
and their hydroselenites have an expressed cytotoxic activity on the MG-22A (mouse hepatoma),
HT-1080 (human fibrosarcoma), B16 (mouse melanoma), and Neuro 2A (mouse neuroblastoma) cell
lines. Some of the hydroselenites exhibit free-radical protection simultaneously with a high cytotoxic
effect. The substances studied were also active in vivoagainst sarcoma S-180. Copyright  2003 John
Wiley & Sons, Ltd.

KEYWORDS: antitumor activity; cytotoxicity; morphology; selenium; silicon

INTRODUCTION

Selenium is an essential trace element that has been shown to
have anticarcinogenic activity. One mechanism that has been
proposed for this activity is a cytotoxic effect of selenium
on tumor cells.1 – 3 A number of selenium compounds have
been found to inhibit tumorigenesis in a variety of animal
and cell models. Reactive oxygen species (ROS) mediate
apoptosis induced by Na2SeO3, and mitochondria may be a
major source of Na2SeO3-induced ROS.4 The combination
of ascorbic acid and sodium selenite may be a potent
anticancer treatment option for human hepatoma cells. It
may induce the redifferentiation of hepatoma cells and
inhibit cell growth by virtue of enhancing the activities of
antioxidative enzymes and by reducing the formation of
hydrogen peroxide (H2O2), and altering the cell redox status.5

Ammonium selenite–cisplatin conjugate (NH3)4PtCl2SeO3

may specifically inhibit telomerase activity in endometrial
cancer cells.6 The majority of organic base hydroselenites
tested exhibited high activity in vitro on the tumor cell lines
investigated. o-Phenanthrolinium selenite and imidazolinium
selenite exhibit the highest cytotoxic effect on HT-1080, MG-
22A, B16 and Neuro 2A cell lines. Besides that, most of

*Correspondence to: Pavel Arsenyan, Latvian Institute of Organic
Synthesis, Aizkraukles 21, Riga LV-1006, Latvia.
E-mail: pavel.arsenyan@lycos.com
Contract/grant sponsor: Latvian Council of Science; Contract/grant
number: 189.

the selenites synthesized are very active (0.5–0.6 µg ml−1)

against mouse melanoma B16. In a series of ethanolamine
derivatives, N-methylethanolammonium selenite is more
active in experiments with Neuro 2A (TD50 = 1 µg ml−1),
while triethanolammonium selenite effectively inhibits HT-
1080 (TD50 = 2.3 µg ml−1), being less toxic against normal
cells 3T3 (TD50 = 47.7 µg ml−1).7 Hydroselenites are able to
activate the nitric oxide generation level in various tumor cell
cultures. The activation of nitric oxide production is especially
increased on HT-1080 and MG-22A cell lines. The amount of
nitric oxide depends on the type of tumor and the cation
structure. According to the literature data and our results,
we propose that the antitumor effect of hydroselenites stems
from the fact that they are able to regulate the free radical
balance in vitro and in vivo.8 All the compounds studied are
glutathione peroxidase inhibitors. Some derivatives may also
prevent H2O2 degradation by inhibiting catalase. In general,
tumor cells die by the apoptotic route under the action of
selenium derivatives. Nitric oxide radical regulation plays the
main role. A correlation between the cell morphology results
and antitumor activity was found. Human fibrosarcoma HT-
1080 cell apoptosis caused by hydroselenite testifies that the
compound is able to inhibit tumor growth.9

Taking into account the importance of selenium as a
trace element in the organism, our present investigation is
connected with synthesis and antitumor activity studies in a
series of hydroselenites of different silylalkylthio-substituted
N-heterocycles.

Copyright  2003 John Wiley & Sons, Ltd.
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MATERIALS AND METHODS

Instrumental
1H, 13C, and 77Se NMR spectra were recorded on a Varian 200
Mercury spectrometer at 200 MH3, 50.3 MH3 and 39.74 MHz
respectively at 303 K in CDCl3 or DMSO-d6 solution. The 1H
and 13C chemical shifts are given relative to tetramethylsilane;
77Se chemical shifts relative to dimethyl selenide. Mass spectra
were recorded on a Hewlett Packard apparatus (HP-6890, GC
with HP5MS, 70 eV).

Synthesis
Preparation of silylalkylthio-substituted
N-heterocycles (1–10)10,11

Finely powdered dry K2CO3 (25 mmol, 3.5 g) was added
to a solution of 10 mmol of the thiol (1 or 6), 10 mmol of
corresponding silyl-substituted alkyl iodide and 18-crown-
6 (1 mmol, 264 mg) in 25 ml of toluene. The mixture was
refluxed with stirring to achieve the disappearance of the
substrates (gas chromatography control), filtered over the
thin silica gel layer and concentrated under reduced pressure.
The residue was purified by column chromatography using
a toluene–ethyl acetate mixture as eluent.

2-[(Trimethylsilylmethyl)thio]quinoline (1). MS, m/z (I, %):
247 (M+, 30).1H NMR δ ppm: 0.16 (s, 9H, SiMe3); 2.54 (s, 2H,
CH2); 7.12–7.28, 7.33–7.44, 7.56–7.72, 7.78–7.98 (m, 6H, ring
protons).13C NMR δ ppm: −1.56, 14.86, 120.50 (C-3), 124.97
(C-6), 125.26 (C-4a), 125.89 (C-5), 127.56 (C-7), 127.84 (C-8),
128.19 (C-4), 129.00 (C-8a), 129.49 (C-2). Anal. Found: C, 63.16;
H, 6.88; N, 5.51; S, 13.10. Calc. for C13H17NSSi: C, 63.10; H,
6.93; N, 5.66; S, 12.96%.

2-[(3-Trimethylsilylpropyl)thio]quinoline (6). MS, m/z (I,
%): 275 (M+, 3).1H NMR δ ppm: 0.01 (s, 9H, SiMe3); 0.76 (m,
2H, SiCH2); 1.80 (m, 2H, CH2CH2CH2); 3.35 (m, 2H, SCH2);
7.20–8.00 (m, 6H, ring protons). 13C NMR δ ppm: −1.68, 16.59,
24.30, 33.20, 121.04 (C-3), 125.03 (C-6), 125.87 (C-4a), 127.55
(C-5), 128.01 (C-7), 129.48 (C-8), 135.11 (C-4), 148.36 (C-8a),
159.60 (C-2). Anal. Found: C, 65.32; H, 7.61; N, 5.10; S, 11.72.
Calc. for C15H21NSSi: C, 65.40; H, 7.68; N, 5.08; S, 11.64%.

Preparation of hydroselenites of
silylalkylthio-substituted N-heterocycles
To a suspension of selenium dioxide (1 mmol, 110 mg) in
1 ml of water and 1ml of ethanol, an equimolar amount
of the corresponding silicon-containing heterocyclic sulfide
11–19 was added. The reaction mixture was stirred at room
temperature until homogenization and then evaporated. The
residue was washed with diethyl ether and recrystallized
from ethanol or purified on silica gel.

2-[(Trimethylsilylmethyl)thio]quinolinium hydroselenite
(11).1H NMR δ ppm: 0.14 (s, 9H, SiMe3); under DMSO (m,
2H, CH2); 6.4 (bs, 1H, NH); 7.48 (m, 2H, H-5, H-6); 7.70 (m,
1H, H-7); 7.87 (m, 2H, H-3, H-4); 8.13 (m, 1H, H-8)13C NMR δ

ppm: −1.6, 14.1, 120.50 (C-3), 125.3 (C-6), 125.7 (C-4a), 127.3
(C-5), 128.0 (C-7), 129.9 (C-8), 135.6 (C-4), 147.6 (C-8a), 160.4
(C-2). 77Se NMR δ ppm: 1321.88. Anal. Found: C, 41.41; H,

5.12; N, 3.80; S, 8.41. Calc. for C13H19NO3SSeSi: C, 41.48; H,
5.09; N, 3.72; S, 8.52%.

N−Methyl-2-[(trimethylsilylmethyl)thio]imidazolinium
hydroselenite (12).1H NMR δ ppm: 0.06 (s, 9H, SiMe3); 2.30 (s,
2H, CH2); 3.56 (s, 3H, NCH3); 4.70 (bs, 1H, NH); 6.91 and 7.21
(each d, 1H, J = 1.24 Hz, imidazole protons).13C NMR δ ppm:
−1.58, 18.41, 123.16 (C-5), 127.44 (C-4), 142.30 (C-2), 32.89
(NCH3).77Se NMR δ ppm: 1333.31. Anal. Found: C, 29.12; H,
5.47; N, 8.41; S, 9.65. Calc. for C8H18N2O3SSeSi: C, 29.17; H,
5.51; N, 8.51; S, 9.74%.

2-[(Trimethylsilylmethyl)thio]benzothiazolium hydrose-
lenite (13).1H NMR δ ppm: 0.16 (s, 9H, SiMe3); 2.63 (s, 2H,
SCH2); 5.07 (bs, 1H, NH); 7.33 (t, 1H, J = 7.2 Hz, H-6); 7.46 (t,
1H, J = 6.8 Hz, H-5); 7.84 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-7); 7.99 (d, 1H,
J = 7.6 Hz, H-3).13C NMR δ ppm: −1.84, 18.26, 120.97 (C-7),
121.69 (C-4), 124.15 (C-6), 126.31 (C-5), 134.70 (C-7a), 153.10
(C-3a), 169.92 (C-2).77Se NMR δ ppm: 1325.19. Anal. Found:
C, 36.41; H, 4.87; N, 3.55; S, 16.18. Calc. for C12H19NO3S2SeSi:
C, 36.35; H, 4.83; N, 3.53; S, 16.18%.

6-[(Trimethylsilylmethyl)thio]-9-(trimethylsilylmethyl)
purinium hydroselenite (14).1H NMR δ ppm: 0.04 and 0.14
(each s, 9H, SiMe3); 2.56(s, 2H, SCH2); 3.88 (s, 2H, NCH2);
4.62 (bs, 1H, NH); 8.34 (s, 1H, H-8); 8.70 (s, 1H, H-2).13C
NMR δ ppm: −2.57, −1.8, 12.4, 34.4, 130.4 (C-5), 144.4 (C-8),
148.1 (C-4), 151.1 (C-2), 160.4 (C-6). 77Se NMR δ ppm: 1321.58.
Anal. Found: C, 34.43; H, 5.80; N, 12.35; S, 7.08. Calc. for
C13H26N4O3SSeSi2: C, 34.42; H, 5.78; N, 12.35; S, 7.07%.

2-[(3-Trimethylsilylpropyl)thio]quinolinium hydroselenite
(15).1H NMR δ ppm: 0.04 (s, 9H, SiMe3); 0.73 (m, 2H, SiCH2);
1.78 (m, 2H, CH2CH2CH2); 3.34 (t, 2H, J = 7.2 Hz, SCH2);
7.38–7.97 (m, 5H, ring protons); 8.19 (m, 1H, H-8).13C NMR
δ ppm: −1.58, 15.9, 24.0, 32.3, 121.0 (C-3), 125.3 (C-6), 125.7
(C-4a), 127.3 (C-5), 128.0 (C-7), 130.0 (C-8), 135.9 (C-4), 147.7
(C-8a), 159.0 (C-2).77Se NMR δ ppm: 1322.12. Anal. Found: C,
44.61; H, 5.77; N, 3.50; S, 7.95. Calc. for C15H23NO3SSeSi: C,
44.54; H, 5.73; N, 3.46; S, 7.93%.

N-Methyl-2-[(3-trimethylsilylpropyl)thio]imidazolinium
hydroselenite (16).1H NMR δ ppm: 0.03 (s, 9H, SiMe3); 0.09 (s,
9H, SiMe3); 0.71 (m, 2H, CH2Si); 1.68 (m, 2H, CH2CH2CH2Si);
3.11 (t, 2H, J = 7.2 Hz, SCH2); 3.72 (s, 3H, NCH3); 6.18 (bs,
1H, NH); 7.11 and 7.38 (each d, 1H, J = 1 Hz, in the imida-
zole ring).13C NMR δ ppm: −1.16, 15.39, 24.20, 37.07, 123.11
(C-5), 127.94 (C-4), 140.27 (C-2), 32.98 (NCH3).77Se NMR δ

ppm: 1330.24. Anal. Found: C, 33.65; H, 6.22; N, 7.87; S,
9.04. Calc. for C10H22N2O3SSeSi: C, 33.61; H, 6.20; N, 7.84; S,
8.97%.

2-[(3-Trimethylsilylpropyl)thio]pyrimidinium hydroselen-
ite (17).1H NMR δ ppm: 0.05 (s, 9H, SiMe3); 0.70 (m, 2H,
CH2Si); 1.74 (m, 2H, CH2 CH2 CH2); 3.19 (t, 2H, J = 7.2 Hz,
SCH2); 3.98 (bs, 1H, NH); 7.27 (t, 1H, J = 4.8 Hz, H-5); 8.70
(d, 2H, J = 4.8 Hz, H-4, H-6).13C NMR δ ppm: −1.70, 15.8,
23.7, 33.4, 117.0 (C-5), 157.6 (C-4, C-6), 171.2 (C-2).77Se NMR δ

ppm: 1322.30. Anal. Found: C, 34.04; H, 5.15; N, 7.94; S, 9.07.
Calc. for C10H18N2O3SSeSi: C, 33.99; H, 5.13; N, 7.93; S, 9.07%.

2-[(3-Trimethylsilylpropyl)thio]benzothiazolium hydrose-
lenite (18).1H NMR δ ppm: −0.01 (s, 9H, SiMe3); 0.66 (m,

Copyright  2003 John Wiley & Sons, Ltd. Appl. Organometal. Chem. 2003; 17: 825–830
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2H, CH2Si); 1.78 (m, 2H, CH2CH2CH2); 3.35 (t, 2H, J = 7.2
Hz, SCH2); 6.13 (bs, 1H, NH); 7.30–7.40 (m, 2H, H-5, H-6);
7.84 (m, 1H, H-7); 7.98 (m, 1H, H-4).13C NMR δ ppm: −1.7,
15.6, 23.9, 36.2, 121.1 (C-7), 121.7 (C-4), 124.4 (C-6), 126.4 (C-
5), 134.5 (C-7a), 152.8 (C-3a), 166.9 (C-2).77Se NMR δ ppm:
1322.18. Anal. Found: C, 38.00; H, 5.11; N, 3.34; S, 15.52. Calc.
for C13H21NO3S2SeSi: C, 38.04; H, 5.16; N, 3.41; S, 15.62%.

6-[(3-Trimethylsilylpropyl)thio]-9-(3-trimethylsilylpropyl)
purinium hydroselenite (19).1H NMR δ ppm: −0.05 and −0.04
(both s, 9H, SiMe3); 0.42 (m, 2H, S(CH2)2CH2Si); 0.66 (m, 2H,
N(CH2)2CH2Si); 1.75 (m, 4H, CH2CH2CH2); 3.35 (t, 2H, J = 7.2
Hz, SCH2); 4.21 (t, 2H, J = 7.2 Hz, NCH2); 7.48 (s, 1H, H-8);
8.70 (s, 1H, H-2).13C NMR δ ppm: −1.79, −1.65, 12.9, 15.8,
24.0, 24.2, 31.1, 46.2, 130.7 (C-5), 144.6 (C-8), 148.4 (C-4), 151.3
(C-2), 159.5 (C-6).77Se NMR δ ppm: 1322.42. Anal. Found: C,
40.01; H, 6.70; N, 10.82; S, 6.21. Calc. for C17H34N4O3SSeSi2:
C, 40.06; H, 6.72; N, 10.99; S, 6.29%.

In vitro cytotoxicity assay
Monolayer tumor cell lines—MG-22A (mouse hepatoma),
HT-1080 (human fibrosarcoma), B16 (mouse melanoma),
Neuro 2A (mouse neuroblastoma), normal mouse fibroblasts
(NIH 3T3), and hamster endothelial cells (BHK 21)—were
cultured in standard medium (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium; DMEM) without an indicator (‘Sigma’) and
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum
(‘Sigma’). Tumor cell lines were taken from the European
Collection of Cell Culture (ECACC). After the ampoule
had thawed, cells from one to four passages were used in
three concentrations test compound: 1, 10 and 100 µg ml−1.
About (2–5)×104 cells ml−1 (depending on the nature of
the line) were placed in 96-well plates immediately after
compounds were added to the wells; the volume of each
plate was 200 µl.The control cells without test compounds
were cultured on separate plate. The plates were incubated
for 72 h, 37 ◦C, 5% CO2. The number of surviving cells
was determined using tri(4-dimethylaminophenyl)methyl
chloride (crystal violet: CV) or 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolinium bromide (MTT). The quantity on
the control plate was taken in calculations for 100%.12,13 The
concentration of NO was determined according to the Gryess
method (by NO2 level in the culture medium). Sodium nitrite
standard solution was used for the calibration curve.12 The
TD50 was calculated using the program Graph Pad Prisim

3.0, r < 0.05.

In vivo activity assay
The compounds were tested in vivo against sarcoma S-180
cells. Sarcoma S-180 (5 × 106) cells were inoculated s.c. into
male ICR mice (6 weeks old, 18–20 g) on day 0. Drugs were

administered i.p.; the treatment was started 24 h after tumor
transplantation. The number of mice used in each group was
between six and ten. The daily dose was 10 mg kg−1; duration
of treatment was 9 days. The efficacy of the treatment was
estimated by the ellipsoid formula; the tumor volume V of the
control group was taken as 100% in calculations. V was cal-
culated from the equation: V = 4πab2/3, were a and b are the
ellipsoid maximum and minimum diameters (the calculated
volume was halved in the case of flat tumor shapes).14

RESULTS AND DISCUSSION

Chemistry
It has been shown that silylalkylthio-substituted N-
heterocycles1–10 readily react with selenic acid, H2SeO3

(formed during solution of selenium(IV) oxide in water),
to give the corresponding ammonium hydroselenites 11–19
(Scheme 1). The reaction proceeds easily at room temperature
with good to excellent yields (67–94%). In the case of quater-
nization by 2-[(trimethylsilylmethyl)thio]pyrimidine (3) the
reaction with selenic acid proceeds with partial desilylation
of the trimethylsilyl group. The 1H, 13C, and 77Se NMR data
confirm the formation of hydroselenites. The selenium signal
in the 77Se NMR spectra for all compounds appears in the
1321.9–1333.3 ppm region. The chemical shift of selenic acid,
H2SeO3 (1292 ppm)15, is similar to that for the selenites 11–19
studied.

Antitumor activity
The results of these experiments are summarized in Table 1.
The majority of silylalkylthio-substituted N-heterocycles
tested exhibited high activity in vitro on human fibrosar-
coma HT-1080, mouse hepatoma MG-22A, mouse melanoma
B16, and mouse neuroblastoma Neuro 2A tumor cell lines.
There is no correlation between silylalkylthio chain length and
cytotoxic activity. 2-[(Trimethylsilylmethyl)thio]quinoline (1)
exhibits high cytotoxic effect on all cell lines (1.5–8.5 µg ml−1),
the prolongation of the methylene chain between silicon
and sulfur from one to three (6) decreases activity on
HT-1080 and Neuro 2A cell lines. The N-methylimidazole
derivative 2 is less active than the trimethylsilylpropyl
analogue 7 (1.0–2.0 µg ml−1). The introduction of a pyrim-
idine group in the place of N-methylimidazole strongly
decreases cytotoxicity on the tumor cell lines studied.
Besides that, the 2-[(trimethylsilylmethyl)thio]benzothiazole
(4, 2.0–9.0 µg ml−1) is much more active than the trimethylsi-
lylpropyl derivative 9. The silylalkylated purines 5
(1.5–11.0 µg ml−1) and 10 (2.0–13.0 µg ml−1) have compa-
rable cytotoxic action. It should be noted that the same

(N-Het)—S(CH2)nSiMe3
H2SeO3 H(N-Het)+—S(CH2)nSiMe3  HSeO3

−

1−10 11−19

Scheme 1.
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concentrations of silylalkylthio-substituted N-heterocycles
1–10 are toxic both against tumor and normal mouse
fibroblast and hamster endothelial cells. A preliminary anal-
ysis of the structure–activity relationship for the cytotoxic
action clearly indicates the strong influence of the intro-
duction of selenium on toxic effects in vitro (Table 1). 2-
[(Trimethylsilylmethyl)thio]quinolinium hydroselenite (11)
shows specific cytotoxic activity on HT-1080 (TD50 =
0.42 µg ml−1); however, the trimethylsilylpropyl analogue
15 has no selectivity on the cell lines studied (TD50 =

1.0–3.5 µg ml−1). Inspection of trimethylsilylthio-substituted
N-methylimidazolinium hydroselenite 12 and benzothia-
zolium hydroselenite 13 cytotoxic data shows extended
activity against human fibrosarcoma, mouse melanoma
and neuroblastoma (0.4–3.5 µg ml−1), except mouse hep-
atoma MG-22A. The introduction of the trimethylsilyl-
propyl chain (16, 18) leads to high cytotoxicity on MG-22A
(1.0–5.5 µg ml−1). Silylalkylated purinium hydroselenites 14
(1.3–7.5 µg ml−1) and 19 (1.0–5.0 µg ml−1) exhibit similar
cytotoxic activity.

Table 1. In vitro cell cytotoxicity and the ability of intracellular NO generation caused by substituted N-heterocycles 1–10 and their
hydroselenites 11–19a

HT-1080 MG-22A B16 Neuro 2A
NIH 3T3 BHK 21

TD50 NO 100% TD50 NO 100% TD50 NO 100% TD50 NO 100% TD50 TD50

1
N SCH2SiMe3

2 250 3.5 125 1.5 150 8.5 500 20 6

2 N

N

CH3

SCH2SiMe3

20.5 300 15.5 400 5.5 650 13 800 ∗∗ 4

3 N

N SCH2SiMe3

∗ 13 120 14 9.5 300 20 60 ∗∗ 21

4 N

S
SCH2SiMe3

2 450 6 200 3 150 9 500 2.5 37

5

N

N

N

N

SCH2SiMe3

CH2SiMe3

1.5 650 4 250 11 350 2 550 4.5 22

6
N S(CH2)3SiMe3

72 250 3.8 200 2.5 1100 28 1100 ∗∗ 27

7 N

N

CH3

S(CH2)3SiMe3

1 500 1 300 1.5 250 2 600 1 12

8 N

N S(CH2)3SiMe3

18 450 2 300 1.7 300 ∗ 11 ∗ 12

9 N

S
S(CH2)3SiMe3

32 117 22 350 ∗ 9 ∗ 18 ∗ 67

10

N

N

N

N

S(CH2)3SiMe3

S(CH2)3SiMe3

13 450 2 500 4 300 12 500 23 3

11
N SCH2SiMe3

H2SeO3
0.42 250 18.5 450 4 600 4 750 122 2.4

12
N

N

CH3

SCH2SiMe3

H+

HSeO3
−

0.4 300 47 43 3.5 650 2 800 7 2

13 H2SeO3N

S
SCH2SiMe3

3.5 30 22 40 3 300 1.2 400 4 1.9

Copyright  2003 John Wiley & Sons, Ltd. Appl. Organometal. Chem. 2003; 17: 825–830
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Table 1. (Continued)

HT-1080 MG-22A B16 Neuro 2A
NIH 3T3 BHK 21

TD50 NO 100% TD50 NO 100% TD50 NO 100% TD50 NO 100% TD50 TD50

14

H2SeO3
N

N

N

N

SCH2SiMe3

CH2SiMe3

1.3 250 7.5 300 3.5 250 17 217 2 7

15 H2SeO3

N S(CH2)3SiMe3

2 250 3.5 450 1 250 17 500 4 26

16 H2SeO3N

N

CH3

S(CH2)3SiMe3

1 500 1 250 1.25 300 1.67 40 0.15 0.22

17 N

N S(CH2)3SiMe3

H2SeO3 1 250 7.5 600 1 200 ∗ 11 ∗ 1.4

18 H2SeO3N

S
S(CH2)3SiMe3

2 200 5.5 400 3 150 11 500 2.5 35

19

H2SeO3
N

N

N

N

S(CH2)3SiMe3

S(CH2)3SiMe3

1 40 18.5 250 4 300 5 500 13 15

a TD50: concentration (µg ml−1) providing 50% cell killing effect [(CV+MTT)/2]. NO concentration (%) (CV: coloration).
∗ no cytotoxic effect.
∗∗ not tested.

The role of NO in biosystems has attracted considerable
attention in the last decade. NO is formed by enzymatic and
non-enzymatic mechanisms. Because of its low molecular
weight and high lipophilicity, NO has good diffusion prop-
erties. It may act not only in the cell where it is produced, but
also in nearby tissues. Biologically produced NO originates
from oxygen and L-arginine in a reaction catalyzed by NO syn-
thase. NO, a long-lived radical with a wide range of actions, is
known as a regulator of a variety of biological processes.16 The
NO level was determined according to Ref 12, and NO release
was defined using the Greyss reagent (by NO2 concentration
in the culture medium). The yield of nitrite was expressed
as nanomoles of NO2/200 µl of cultural medium in testing
plates for 100% alive cells after CV coloration assay (selenites
concentration 100 µg ml−1). It was shown (Table 1) that com-
pounds 1–10 readily increase NO concentration in the culture
medium on all cell lines. This effect is especially expressed
in the case of 2-[(3-trimethylsilylpropyl)thio]quinoline (6,
TG100 = 1100%) on B16 and Neuro 2A tumor cell lines. In the
series of hydroselenites 11–19, free-radical protection was
also present. 2-[(Trimethylsilylmethyl)thio]benzothiazolium
hydroselenite (13) inhibits nitric oxide generation by 70%
(TG100 = 30% on HT-1080). N-Methylimidazolinium hydrose-
lenite 12 (TG100 = 43% on MG-22A), trimethylsilylpropyl
analogue 26 (TG100 = 40% on Neuro 2A), and purinium
hydroselenite 19 (TG100 = 40% on HT-1080) also exhibit
free-radical protection activity simultaneously with high
cytotoxic effect (Table 1). In the case of the hydroselenites

11–19, the role of thiol is played by glutathione. Moreover,
hydroselenites may regulate the level of glutathione in the
cell, because selenium-containing derivatives are glutathione
peroxidase inhibitors. According to our results, there is no
correlation between the ability to inhibit glutathione perox-
idase and the efficacy to generate NO. The increase in NO
depends on the type of tissue, the prodrug dose, etc. Accord-
ing to the literature, the conversion of L-arginine to L-citrulline
with the production of NO is catalyzed by heme iron.17 Our
results indicate that the organoammonium hydroselenites
investigated may be promising antitumor agents with an
action mediated by the regulation of radical formation. The
hydroselenite compounds 11–19 disrupt the different radical-
dependent systems and slowly normalize the biochemical
processes in the cell.

Antitumor activity of silylalkylthio-substituted N-hetero-
cycles 1–10 against sarcoma S-180 was determined for male
ICR mice (18–20 g). 2-[(Trimethylsilylmethyl)thio]quinoline
(1), increases sarcoma growth by 45% at a dose of 2 mg
kg−1 in 9 days. Besides, prolongation of the silylalkyl
chain leads to the opposite effect (6, inhibition by 12%).
Trimethylsilylmethyl pyrimidine 3 has no effect on the
speed of S-180 growth; however, the silylpropyl ana-
logue 8 undesirably increases tumor growth by 87%. The
best result in the series of hydroselenites of silylalkylthio-
substituted N-heterocycles 1–10 is shown by 6-[(3-
trimethylsilylpropyl)thio]-9-(3-trimethylsilylpropyl)purine
(10, inhibition by 51%). Generally, the conversion of bases
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1–10 into their hydroselenites (11–19) leads to more effective
tumor growth inhibition. Inspection of the in vivo activ-
ity of hydroselenites 13–17 shows sarcoma inhibition by
10–39% in 9 days. In the series of hydroselenites 11–19, 6-
[(trimethylsilylmethyl)thio]-9-(trimethylsilylmethyl)puri-
nium hydroselenite (14, inhibition by 39%) shows the great-
est level of tumor growth inhibition, but introduction of a
silylpropyl chain into the molecule (19) completely removed
sarcoma S-180 inhibiting properties.

CONCLUSIONS

It has been found that silylalkylthio-substituted N-
heterocycles and their hydroselenites show significant
potency in vitro against different tumor cell lines. Inspec-
tion of the cytotoxicity shows that hydroselenites are more
active than the initial N-heterocycles. Some of the hydrose-
lenites exhibit free-radical protection simultaneously with a
high cytotoxic effect. In vivo evaluation of silylalkylated N-
heterocycles and their hydroselenites confirmed antitumor
activity against sarcoma S-180.
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