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6-Нитро-7-(4’-нитрофенил)-5-этил-4,7-дигидропиразоло[1,5-a]пиримидин-3-карбоксилат (1) от-
носится к числу перспективных противоопухолевых соединений, проявляющих биологическую ак-
тивность по отношению к казеинкиназе типа 2, которая в настоящее время рассматривается как
многообещающая мишень в химиотерапии. C помощью метода циклической вольтамперометрии
показано, что электрохимическая активность соединения 1 в смешанном растворе трис-НСl и эта-
нола (1 : 1) при рН 7.5 на стеклоуглеродном электроде обусловлена электровосстановлением нитро-
группы, сопряженной с фенильным кольцом. Разработан способ определения соединения 1 мето-
дом прямой катодной квадратно-волновой вольтамперометрии. Область линейности соответству-
ющего градуировочного графика, построенного в растворе смеси трис-НСl и этанола (1 : 1) при
рН 7.5, составляет 5–500 мг/л (R2 = 0.988), предел обнаружения − 0.8 мг/л, предел количественного
определения – 2.4 мг/л. Правильность разработанной методики близка к 100%, относительное
стандартное отклонение составило 1.4%.
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золопиримидины, нитрогруппа, стеклоуглеродный электрод, противоопухолевое средство.
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В последние десятилетия в мире отмечается
экспоненциальный рост заболеваемости раком,
который является причиной снижения продол-
жительности жизни людей [1]. При лечении рака
чаще всего используют комбинированные подхо-
ды, представляющие собой совокупность медика-
ментозной терапии и немедикаментозных методов
[2–4]. Лекарственные средства, действующие ве-
щества которых содержат в своей структуре нитро-
группу, привлекают огромный интерес в связи с
тем, что проявляют широкий диапазон биологиче-
ской активности, в том числе в отношении различ-
ных видов рака [5, 6]. Предполагается, что биологи-
ческая активность лекарственных средств связана с
окислительно-восстановительным превращениям
нитрогруппы в организме человека [7, 8].

Несмотря на разнообразие лекарственных
препаратов, медикаментозное лечение рака бы-
вает затруднено из-за целого ряда проблем: на-

растающей резистентности опухолевых клеток к
химиотерапевтическим средствам, неспецифич-
ности действия химиопрепаратов и побочных ре-
акций [9–11]. В настоящее время актуален поиск
новых мишеней и препаратов для химиотерапии,
а также разработка методов их определения для
контроля качества при производстве. Описаны
[12] нитропиразолопиримидины, ингибирующие
действие циклинзависимой киназы 2, которая
нарушает клеточный цикл и дает возможность
клеткам делиться, что приводит к образованию
опухоли. Также одной из перспективных мише-
ней является казеин киназа 2, которая отвечает за
рост и пролиферацию раковых клеток [13]. На ос-
нове нитросодержащих пиразолопиримидинов
сотрудниками Уральского федерального универ-
ситета разработано потенциальное лекарственное
средство – 6-нитро-7-(4'-нитрофенил)-5-этил-4,7-
дигидропиразоло[1,5-a]пиримидин-3-карбоксилат
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(соединение 1) – с противоопухолевой активно-
стью в отношении казеин киназы 2. Способы
определения соединения 1 не описаны, поэтому
разработка метода его количественного опреде-
ления – актуальная задача.

Одним из информативных методов анализа
является вольтамперометрия (ВА), которая не
уступает по чувствительности и селективности
методу высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии в случае простых матриц, к которым
можно отнести лекарственные средства. К пре-
имуществам ВА можно также отнести использова-
ние нетоксичных растворителей при определении
водорастворимых соединений, экспрессность и
простоту метода. Исследуемое соединение 1 содер-
жит нитрогруппу и потенциально может относить-
ся к электроактивным веществам, поэтому приме-
нение ВА в данном случае может быть весьма це-
лесообразно. В работе [14] указано, что в
лекарственных препаратах, содержащих нитро-
группу, наиболее полезным сигналом для количе-
ственного определения является сигнал восстанов-
ления нитрогруппы. К преимуществам такого сиг-
нала можно отнести как большое количество
электричества, вырабатываемое на 1 моль элек-
троактивного соединения, так и относительно
низкую потребность в энергии для восстановле-
ния нитрогруппы, что позволяет получать высо-
кую чувствительность отклика [15].

В вольтамперометрии для определения лекар-
ственных веществ в качестве рабочих электродов
наиболее часто используют стеклоуглеродный
электрод (СУЭ), поскольку для него характерен
широкий диапазон рабочих потенциалов, он яв-
ляется легкодоступным и химически инертным в
большинстве электролитов [16–18]. В данной ра-
боте использовали в качестве рабочего стеклоуг-
леродный электрод.

Цель данной работы – разработка способа
вольтамперометрического определения 6-нитро-
7-(4'-нитрофенил)-5-этил-4,7-дигидропиразо-
ло[1,5-a]пиримидин-3-карбоксилата на СУЭ.

ЭКСПЕРИМЕНАТЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы и образцы. 6-Нитро-7-(4'-нитрофе-

нил)-5-этил-4,7-дигидропиразоло[1,5-a]пирими-
дин-3-карбоксилат (соединение 1), 6-нитро-7-(4'-
нитрофенил)-5-этил-4,7-дигидропиразоло[1,5-
a]пиримидин (соединение 2), 6-нитро-7-фе-
нил-5-этил-4,7-дигидропиразоло[1,5-a]пиримидин
(соединение 3), 6-нитро-7-фенил-5-этил-4,7-ди-
гидропиразоло[1,5-a]пиримидин-3-карбоксилат
(соединение 4) (схема 1) были синтезированы со-
трудниками кафедры органической и бимолеку-
лярной химии Уральского федерального универ-
ситета. Структуру соединения подтверждали ме-
тодами ЯМР-, ИК- и УФ-спектроскопии и
элементного анализа.

Схема 1. Структурные формулы соединений 1–4.

Рабочий раствор с концентрацией 5 г/л гото-
вили растворением навески (m = 0.005 г) в 1 мл
диметилсульфоксида в пробирке Эппендорфа и
хранили в темноте при комнатной температуре.
Трис-HCl буферный раствор готовили растворе-
нием (гидроксиметил) аминометана (Panreac,
США) в воде, создавая рН от 6 до 9 с шагом 1 ед.
pH с помощью 1 М HCl (ООО “Компонент-реак-
тив”, Россия). Фоновый раствор готовили сме-
шением трис-HCl буферного раствора и этилово-
го спирта (95%, ООО “Росбио”, Россия) в соотно-
шении 1 : 1, контролируя рН растворов для
получения необходимого значения. Для приго-
товления растворов использовали деионизиро-

ванную воду, полученную на установке ДВС-
М/1НА(18)-N (Медиана фильтр, Россия).

Оборудование и средства измерений. Электро-
химические исследования проводили в стандарт-
ной трехэлектродной ячейке с использованием
потенциостата/гальваностата μAutolab Type III
(Metrohm, Швейцария) в комплекте с магнитной
мешалкой. Индикаторным электродом служил
стеклоуглеродный диск, впрессованный во фто-
ропласт диаметром 0.3 см (Metrohm, Швейца-
рия). Для полировки поверхности стеклоуглерод-
ного электрода применяли набор kit 6.2802.010
(Metrohm, Швейцария), включающий оксид
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МОЖАРОВСКАЯ и др.

алюминия с дисперсностью частиц 0.3 мкм и
ткань. В качестве вспомогательного электрода
использовали стержень из стеклоуглерода диа-
метром 0.2–0.3 см (Metrohm, Швейцария). Элек-
тродом сравнения служил двухключевой хлорид-
серебряный электрод типа ЭСр-10101/3.5 моль/л.
Значения рН измеряли иономером Эксперт-рН
(Эконикс-эксперт, Россия). Перед каждым изме-
рением в течение 10 мин растворы продували ар-
гоном (чистота 99.9%)

Методика эксперимента. Перед анализом по-
верхность индикаторного стеклоуглеродного
электрода (СУЭ) полировали с помощью суспен-
зии оксида алюминия. Для удаления растворен-
ного кислорода, волна восстановления которого
на СУЭ регистрируется в области катодного тока
соединения 1, через раствор интенсивно (5–6 пу-
зырьков в секунду) в течение 10 мин продували
аргон. Затем уменьшали скорость продувки до
одного пузырька в секунду, опускали электроды в
раствор, сопло направляли таким образом, чтобы
выходящие пузырьки газа не попадали на элек-
троды, выключали мешалку, выжидали 5 с для
успокоения раствора и регистрировали вольтам-
перограмму. После регистрации каждой вольтам-
перограммы СУЭ выдерживали в течение 3 мин
при потенциале 0.0 В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Электрохимическое поведение соединения 1 на
стеклоуглеродном электроде. Для установления
природы сигналообразующего процесса изучали
электрохимическое поведение ряда веществ
класса пиразолопиримидинов (соединения 1–4),
содержащих и не содержащих одну или две нит-
рогруппы, методом циклической вольтамперо-
метрии в смешанном растворе трис-НСl и этано-
ла (1 : 1) при рН 7.5 на СУЭ (рис. 1). Из цикличе-
ских вольтамперограмм рис. 1 следует, что
соединения 3 и 4, содержащие в своей структуре
одну нитрогруппу, сопряженную с гетероцикли-
ческой системой, имеют один пик восстановле-
ния в диапазоне потенциалов от −0.95 до −1.25 В.
Соединения 1 и 2, содержащие в своей структуре
две нитрогруппы, одна из которых сопряжена с
фенильным кольцом, а другая с гетерорцикличе-
ской системой, дают два последовательных пика
восстановления в диапазоне потенциалов от –0.8
до –0.87 В для первого пика и от –0.95 до –1.2 В
для второго пика (рис. 1). Вероятнее всего, дан-
ные пики восстановления соответствуют элек-
тровосстановлению нитрогрупп. Восстановление
нитрогруппы, сопряжённой с гетероциклической
системой, протекает при более отрицательных
потенциалах (–1.06 В и –1.22 В для соединений 1
и 2 соответственно), по сравнению с нитрогруппой,
сопряженной с ароматическим кольцом (–0.87 и
–0.83 В для соединений 1 и 2 соответственно).

Это предположение подтверждают данные кван-
товохимических расчетов (рис. 1, вставка), кото-
рые указывают на то, что самая большая локали-
зация электронной плотности низшей свободной
молекулярной орбитали находится у нитрогруп-
пы, сопряженной с фенильным кольцом. Скорее
всего, первая стадия восстановления нитрогруп-
пы, сопряженной с фенильным кольцом, подчи-
няется тем же закономерностям, что и для нитро-
бензола [19].

Исходя из того, что первый пик восстановле-
ния, вероятнее всего, принадлежит восстановле-
нию нитрогруппы, то для определения выбрали
первую волну восстановления.

Влияние кислотности раствора на ток восста-
новления соединения 1 изучали в области рН от 7.5
до 9.5. При более низких значениях рН раствор
становился мутным (неистинным), что не позво-
ляло получать корректные результаты. Ток вос-
становления соединения 1 (рис. 2а) достигает
максимума при значении рН 7.5, которое и вы-
брали для дальнейших исследований. Снижение
величины пика соединения 1 в более щелочной
среде может быть обусловлено затруднением вос-
становления из-за нехватки протонов (рис. 2б).

Выбор режима вольтамперометрических измере-
ний. На рис. 3 приведены вольтамперограммы со-
единения 1, зарегистрированные на СУЭ в ли-
нейном, дифференциально-импульсном (ДИП)
и квадратно-волновом (КвВ) режимах. Сравне-
ние различных вольтамперометрических режи-
мов при одной и той же скорости сканирования
позволяют заключить, что квадратно-волновой
режим является предпочтительным для регистра-
ции токов восстановления соединения 1 в сме-
шанном растворе трис-HCl и этанола при pH 7.5.
Способ определения тока и площади пика под
кривой в КвВ-режиме представлен на рис. 3в
(аналогично проводили определение для линей-
ного и ДИП-режимов). В случае КвВ пик более
симметричный по сравнению с линейным режи-
мом и может быть измерен с высокой точностью.
Величина аналитического сигнала (АС) в КвВ-ре-
жиме в 1.85 раза выше, чем в режиме ДИП. Таким
образом, дальнейшие исследования проводили в
режиме КвВ.

Оптимизация параметров в квадратно-волновом
режиме. Величина АС в режиме КвВ зависит от
инструментальных параметров, таких как частота
амплитуды, шаг импульса и амплитуда импульса.

Зависимость величины тока восстановления
соединения 1 от частоты импульсов при амплиту-
де импульса 0.08 В и шаге импульса 0.004 В ли-
нейна в области от 5 до 50 Гц. После увеличения
частоты величина тока не возрастает. При этом
увеличение сигнала по абсолютной величине в
диапазоне частот от 25 до 50 Гц незначительно (не
превышает 5%). При сравнении базовых линий
остаточного тока при 25 и 50 Гц наблюдается уве-
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личение тока при 50 Гц почти в два раза. Таким
образом, отношение полезный сигнал/остаточ-
ный ток значительно снижается, что усложняет
регистрацию пика соединения 1 и ухудшает вос-
производимость полученных результатов. В связи
с этим для аналитических целей выбрали частоту
25 Гц.

Величина тока восстановления соединения 1
при частоте импульса 25 Гц, шаге развертки 0.004 В

и скорости сканирования 0.15 В/c линейно увели-
чивается при увеличении амплитуды импульса от
10 до 80 мВ. Дальнейшее увеличение амплитуды
импульса приводит к уменьшению АС соедине-
ния 1 (рис. 4а).

Как видно из рис. 4б, величина тока восста-
новления соединения 1 возрастает в интервале
скоростей развертки от 0.05 до 0.15 В/с, после чего
рост замедляется. Таким образом, для аналитиче-

Рис. 1. Катодно-анодные циклические вольтамперограммы, зарегистрированные на стеклоугдеродном электроде в
смешанном растворе трис-НСl и этанола (1 : 1) при рН 7.5 при скорости сканирования 0.1 В/c после продувки аргоном
с добавлением 1.5 ммоль/л соединений 1−4. Вставка: конфигурация низшей свободной молекулярной орбитали со-
единения 1.
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ских целей выбрали амплитуду импульса 0.08 В,
скорость развертки 0.15 В/c, частоту импульса 25 Гц.

Характеристики градуировочного графика для
определения соединения 1. При оптимальных
условиях регистрации АС соединения 1 площадь
пика линейно растет в интервале 5–50 мг/л, в то
время как для тока пика восстановления линей-

ность градуировочного графика менее четко вы-
ражена, на что указывает коэффициент корреля-
ции (0.998 и 0.986 соответственно). Уравнение ре-
грессии для диапазона концентрации от 5 до
50 мг/л имеет вид S = (0.0081c ± 0.0001) − (0.0032 ±
± 0.0019). В диапазоне концентраций от 5 до
500 мг/л тенденция сохраняется: коэффициенты

Рис. 3. Катодные вольтамперограммы, зарегистрированные на стеклоуглеродном электроде в смешанном растворе
трис-HCl и этанола при pH 7.5 с добавлением 75 мг/л соединения 1 в различных режимах: (а) − линейный, (б) – диф-
ференциально-импульсный, (в) – квадратно-волновой. Скорость развертки 100 мВ/c, амплитуда импульса 0.07 В, ча-
стота 25 Гц.
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Рис. 4. Зависимости аналитического сигнала 50 мг/л соединения 1 от амплитуды импульса (а) и скорости развертки
(б), полученные в смешанном растворе трис-НСl и этанола (1 : 1) при рН 7.5 с использованием квадратно-волнового
режима регистрации вольтамперограмм. Условия регистрации: шаг развертки 0.004 В, скорость развертки 0.15 В/c (a),
амплитуда импульса 0.08 В (б), частота 25 Гц (n = 5, P = 0.95).
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корреляции составляют 0.988 для площади пика и
0.866 для тока пика. Предпочтительнее использо-
вать в качестве АС площадь пика. На рис. 5в и г
приведены соответствующие КвВ-вольтамперо-
граммы для разных концентраций соединения 1 в
растворе. Уравнение регрессии для диапазона
концентрации 5–500 мг/л имеет вид S = (0.0065c ±
± 0.0001) + (0.120 ± 0.027). Предел обнаружения,
рассчитанный по градуировочной зависимости в
диапазоне концентрации от 5 до 50 мг/л, состав-
ляет 0.8 мг/л, предел количественного определе-
ния − 2.4 мг/л.

Оценка правильности разработанной методики
определения соединения 1 в стандартном образце.
Показатель правильности рассчитывали для
уровней концентраций соединения 1 50, 100,

250 мг/л по методу введено−найдено, каждое
определение повторяли три раза (табл. 1). Пока-
затель правильности для различных уровней кон-
центраций близок к 100%. Среднее значение сте-
пени извлечения составило 99.8 ± 1.4%. Довери-
тельный интервал среднего результата анализа
включает значение 100%. Значение стандартного
отклонения составило 1.4, а относительного стан-
дартного отклонения – 1.4%. Данные представле-
ны в табл. 2.

* * *
Разработан способ количественного определе-

ния соединения 1 из ряда нитропиразолопири-
мидинов, являющегося потенциальным противо-
опухолевым средством и содержащего в своей

Рис. 5. Зависимость площади (S, мкКл) (а) и тока пика восстановления соединения 1 (б) от его концентрации в сме-
шанном растворе трис-HCl и этанола при рН 7.5 с добавлением 0, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 мг/л
(а), (б) соединения 1 и соответствующие квадратно-волновые вольтамперограммы для 5, 10, 20, 30, 50 (в) и 50, 100, 150,
200, 250, 300, 400, 500 мг/л соединения 1 (г), зарегистрированные на стеклоуглеродном электроде со скоростью раз-
вертки потенциала 0.15 В/с, амплитудой импульса 80 мВ и частотой 25 Гц. Вставки: зависимости площади (S, мкКл)
(а) и тока пика (I, мкА) восстановления соединения 1 (б) от его концентрации с добавлением 0, 5, 10, 20, 30, 50 мг/л в
тех же условиях (n = 5, P = 0.95).
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структуре две нитрогруппы. Показано, что пер-
вый пик соответствует электровосстановлению
нитрогруппы, сопряженной с фенильным коль-
цом. Установлено, что при рН 7.5 наблюдается
максимальное значение тока, которое выбрано в
качестве фоновой среды. На основании сравне-
ния различных режимов регистрации вольтампе-
рограмм выбран режим квадратно-волновой
вольтамперометрии со следующими параметра-
ми: частота импульса 25 Гц, скорость развертки
0.15 В/с, амплитуда импульса 0.08 В, шаг импуль-
са 0.004 В. Область линейности градуировочного
графика с использованием разработанного спо-
соба составляет 5–500 мг/л: S = (0.0065c ± 0.0001) +
+ (0.120 ± 0.027) c коэффициентом корреляции
0.988. Предел обнаружения, рассчитанный по
градуировочному графику в диапазоне концен-
трации от 5 до 50 мг/л, составляет 0.8 мг/л, а пре-
дел количественного определения − 2.4 мг/л.

Правильность разработанной методики близка к
100%, относительное стандартное отклонение со-
ставило 1.4%.

Работа выполнена при поддержке Министерства
науки и высшего образования Российской Федерации,
проект № FEUZ-2020-0058 (Н687.42Б.223/20).
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