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Произведена оценка биологической активности производных 1,2,4-
триазинохиназолинтиоуксусной кислоты биолюминесцентным методом. 
Выявлена корреляция между структурой и биологическим эффектом. 
В результате проведенных исследований определен общий вид структуры с 
наиболее выраженной токсичностью в отношении люминесцентного штамма 
бактерии Photobacterium leiognathi Sh1. 
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Введение 

 
В связи с современными требованиями экологической безопасности пе-

ред учёными различных специальностей – химиками, биологами, фарма-
кологами – стоит задача разработки биологически активных препаратов, 
обладающих, наряду с минимальной опасностью для человека и окружа-
ющей среды, эффективным целевым действием [1]. Для этого было орга-
низовано много проектов по предсказанию биологической активности, ос-
нованные как на статистическом анализе частоты встречаемости функцио-
нальных групп (PASS) [2], так и на соответствии определенного набора 
физико-химических дескрипторов вещества наблюдаемым биологическим 
эффектам при их действии (MATRIX) [3]. Однако при поиске и создании 
новых лекарственных средств наряду с развитием скрининговых систем 
все большее значение приобретают рациональные подходы, основанные на 
исследовании зависимости биологической активности химических соеди-
нений от молекулярной структуры. Взаимосвязь «структура – активность» 
(Structure – Activity relationship – SAR; Quantitative Structure – Activity 
Relationship – QSAR) может быть использована для предсказания биологи-
ческого действия нетестированных соединений с целью отбора более пер-
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спективных химических структур для последующих углубленных исследо-
ваний [4]. 

Цель исследования – произвести оценку биологической активности 
производных 1,2,4-триазинохиназолинтиоуксусной кислоты (NKV) био-
люминесцентным методом; определить заместители, введение которых в 
структуру исследуемых соединений изменяет биологический эффект и/или 
его силу в отношении светящихся бактерий.  

 
Материалы и методы 

 
Тест-объектами в работе выступали различные производные 1,2,4-

триазинохиназолинтиоуксусной кислоты, синтезированные на кафедре 
фармацевтической химии Запорожского государственного медицинского 
университета. Структурная формула представлена на рис. 1 [5].  

 

 
 

Рис. 1. Общая формула исследуемых производных 
R – ОН, CnHmOxFyNzBrq; R1 – F, Cl, Br, I, H, O–CH3, C6H6; R2, R3 – F, Cl, Br, I, H 

 
Оценку растворимости NKV проводили визуально согласно методике 

оценки прозрачности и степени мутности жидкостей в компараторе [6]. 
Приготовление растворов осуществляли путем взвешивания 5 мг каждого 
образца на аналитических весах ВЛР – 200 (Госметр, Россия) или отбором 
5–50 мкм3 механическим дозатором переменного объема (Proline, Biohit, 
Финляндия) в пробирки 1,5 мл типа Эппендорф (с замком Safe-Lock, бес-
цветные, Eppendorf, Германия) с последующим добавлением растворителя 
или дисперсионной среды. Растворитель – диметилсульфоксид (ДМСО) 
(Таурус, Россия), оптимальный органический растворитель для проведения 
скринингового биотестирования веществ при различных условиях [7]. 
Дисперсная среда – 2,5–3%-ный (масса/объем) раствор натрия хлорида 
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(НПФ «Невский химик», Россия). Полученную систему интенсивно пере-
мешивали с помощью вибрационной мешалки (ВМ-2, Россия) в течение 10–
15 мин.  

Скрининг биологической активности производили с использованием 
биолюминесцентного метода [8], позволяющего неспецифически, незави-
симо от механизма действия химических веществ определять их концен-
трацию по биологическому эффекту на морские светящиеся бактерии [9]. 
При анализе производных NKV использовали люминесцентные бактерии 
Photobacterium leiognathi Sh1 [10, 11], выделенные из Азовского моря, вхо-
дящие в состав коллекции светящихся бактерий Медицинской академии 
имени С.И. Георгиевского Крымского федерального университета имени 
В.И. Вернадского. Детальное изучение этого штамма выявило его высокую 
чувствительность к действию химических веществ различной структуры и 
биологической активности [11, 12]. Культивирование, пролонгирование 
жизнедеятельности и получение чистых культур клеток проводили с ис-
пользованием микробиологических подходов [13] на жидких и плотных 
питательных средах (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Индия). 

Для определения интенсивности биолюминесценции бактерий в мето-
дике использовали биохемилюминометр БХЛ-06 (Нижний Новгород, Рос-
сия). Биологический эффект исследуемых образцов анализировали с ис-
пользованием двух подходов в тестировании: 

– Острое действие (токсичность) образцов определяли путем внесения в 
кюветы люминометра, при смешивании 0,8–0,9 мл тестируемого раствора 
в 2,5–3%-ном (масса/объем) растворе натрия хлорида и 50 мкм3 бактери-
альной суспензии. Регистрировали изменение интенсивности биолюми-
несценции в течение 10–15 мин с использованием самописца. Результаты 
представляли в виде зависимости интенсивности биолюминесценции от 
концентрации вещества [14]: 

I = Ii/I0 × 100%, 

где Ii – интенсивность биолюминесценции в присутствии вещества; I0 – 
интенсивность биолюминесценции в контроле. 

– Хроническое действие (токсичность) определяли по эффекту тестиру-
емого объекта на рост и биолюминесценцию светящихся бактерий. 
В кюветы люминометра вносили 0,8–0,9 мл 3%-ного (масса/объем) раство-
ра хлорида натрия, 5–50 мкм3 тестируемого образца, 50 мкм3 суспензии 
светящихся бактерий и 20–50 мкм3 стерильной среды для светящихся бак-
терий. Помещали в термостат (ТС-80М, Россия) при температуре 30°С на 
16 ч. Измерение биолюминесценции и обработку результатов проводили 
аналогично методике определения острого действия [Там же]. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Определение заместителей в ряду производных 1,2,4-триазинохиназол-

интиоуксусных кислот проводилось по 2D структурам молекул, описанных 
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в методиках синтеза [5]. В качестве основной цепи соединений выбрали 
гетероцикл 6-((2-оксо-3-фенил-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хиназолин-6-ил) 
тио)ацетамид. В результате определили: циклические радикалы 
(адамантан, азапен, бицикло[2,2,1]гептан (норборан)), ароматические 
радикалы (анизол, трифлюоробензен), гетероциклические радикалы (1-
метилпирроллидон, 3-метилпипередин, 5-метилизоксазол, триметилмор-
фолин), галоген-радикалы (бром, йод, фтор, хлор) и карбоксильная группа. 
Выделенные заместители содержали фармакофорные группы или их ком-
бинации с циклическими, ароматическими или гетероциклическими фраг-
ментами. В свою очередь адамантан, азепан, бицикло[2,2,1]гептан, анизол, 
трифлюоробензен, 1-метилпирроллидон, 3-метилпипередин, 5-
метилизоксазол, триметилморфолин, бром, йод, фтор, хлор сами по себе 
обладают антибактериальными свойствами, связанными с физико-
химическими особенностями молекул и атомов [16–22]. Повышение ак-
тивности системы флавиновых ферментов с образованием перекиси водо-
рода вместо воды и/или нарушение синтеза воска, входящего в состав кле-
точной стенки, оказывала карбоксильная группа, что вызывало наиболее 
сильное снижение люминесценции бактерий. 

Для оценки биологической активности производных 1,2,4-триа-
зинохиназолинтиоуксусной кислоты исследовали возможность получения 
истинных растворов (ИР) гомологов в анализируемой пробе, поскольку 
измерения интегрального светового потока проводятся в жидкой фазе [15]. 
Вначале исследовали возможность порошков NKV с ДМСО образовывать 
ИР. Мониторинг солюбилизации производных при нормальных условиях 
(25±0,1°С, 101,3±0,1 кПа) показал следующее: 12 субстанций растворимы в 
ДМСО с образованием ИР, 30 соединений сформировали суспензии. Для 
30 систем-суспензий производили нагрев до 60±0,1°С в течение 60 мин во 
избежание изменении в физико-химических свойствах синтезированных 
структур, а растворимость оценивалась через каждые 15 мин согласно ука-
занной ранее методике [6]. По истечении одного часа выдержки бинарных 
систем (суспензий) при 60±0,1°С 6 производных NKV не произвели пере-
ход из суспензионного в истинный тип раствора. После охлаждения образ-
цов до комнатной температуры ИР вещества NKV–64 преобразовался в 
суспензию. Результаты оценки растворимости производных представлены 
в табл. 1. 

Проводили оценку агрегативной устойчивости полученных систем, рас-
творов NKV в ДМСО, после внесения в 2,5–3%-ный (масса/объем) раствор 
натрия хлорида – оптимальный для жизнедеятельности тест-штамма бак-
терий, который выступал в качестве дисперсной среды при биолюминес-
центном скрининге. Изменения дисперсности регистрировали как в 
предыдущей серии экспериментов по исследованию растворимости NKV в 
ДМСО. В итоге при введении в пробу 5 мкм3 систем исследуемых гомоло-
гов 25 соединений давали видимый осадок. При добавлении 25 мкм3 полу-
чили только 3 ИР. При внесении 50 мкм3 только вещества с кодовыми 
названиями NKV–35 и NKV–40 не выпали в осадок. 
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Т а б л и ц а  1 
Результаты оценки растворимости производных NKV 

 
                           Название  
                           вещества 
 
Свойства 

Номер NKV 

29, 55, 
57, 60, 
63, 65 

30, 32, 42, 
43, 44, 45, 
47, 48, 50, 
53, 59, 61 

31, 33, 35, 36, 
37, 38, 39, 49, 
51, 52, 54, 56, 
58, 67, 69, 70

34, 
40, 
68, 
71 

46, 
62 

64 66 

Окраска раствора 
Прозрачный, соломенно-желтый, лимонный,  

желто-коричневый, оранжевый 

Р
ас
тв
ор
им

ос
ть

 

При 25±0,1°С – + – – – – – 
При нагре-
вании до 
60±0,1°С 
в течение 

15 мин – + + – – – – 
30 мин – + + – + – – 
45 мин – + + + + + – 
60 мин – + + + + + + 

При охлаждении  
до 25±0,1°С после 

нагревания 
– + + + + – + 

Примечание. «+» – производное образует ИР с ДМСО при указанных условиях; «–» – 
производное не образует ИР с ДМСО при указанных условиях. 
 

В результате использованных подходов для получения ИР NKV в 
ДМСО показали, что из 42 исследуемых субстанций получение ИР семи 
производных (NKV–29, NKV–55, NKV–57, NKV–60, NKV–63, NKV–64, 
NKV–65) оказалось невозможным (в искомых условиях) при исходной 
концентрации 5 мг/мл. По полученным данным 95% порошков NKV при 
внесении в заданные условия для проведения скрининга биологической 
активности с использованием биолюминесцентного метода образовывали 
суспензии. В результате для достижения наиболее сопоставимых условий с 
методикой тестирования на P. Leiognathi Sh1 [15] при исследовании произ-
водных NKV вводили дополнительный фактор перемешивания в методо-
логию острого и хронического подхода к биотестированию. 

Результаты скрининга биологической активности с использованием 
биолюминесцентного метода представлены на рис. 2. По данным [8–10, 
14], как ингибирование биолюминесценции, так и ее активирование более 
чем на 50% связано с проявлением токсичности. На основании полученных 
данных все NKV условно можно разделить на 4 группы по уровню токсич-
ности и/или эффективно действующей концентрации, изменяющей (для 
данной группы веществ – ингибирующей) интенсивность люминесценции 
на 50% (ЭК50).  

В первую группу «нейтральные вещества» ЭК50 свыше 0,25 мг/мл во-
шли представители NKV № 29, 33, 34, 36, 38, 40, 56, 57, 59, 62, 63, 68, 69. 
Вторая группа, «слабые ингибиторы» (ЭК50 от 0,175 до 0,25 мг/мл), состо-
ит из NKV № 30, 32, 35, 37, 39, 55, 61. Третья группа, «умеренные ингиби-
торы» (ЭК50 от 0,05 л до 0,1 мг/мл), состоит из NKV № 31, 58, 60, 64, 65, 
66, 70, 71. Четвертая группа, «сильные ингибиторы» (ЭК50 меньше 
0,025 мг/мл), состоит из NKV № 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 
54, 67. 
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При оценке данных острой и хронической биологической активности с 
использованием биолюминесцентного метода анализа выявили корреляци-
онную зависимость к ингибированию люминесценции в обоих подходах к 
тестированию (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 2. Интенсивности люминесценции от концентрации производного NKV в пробе.  
I – «нейтральные вещества»; II – «слабые ингибиторы»; III – «умеренные ингибиторы»; 

IV – «сильные ингибиторы» 
 

 
 

Рис. 3. Корреляция ингибирования свечения по группам 
 

Сравнение структуры и биоактивности тестируемых веществ выявило 
ряд зависимостей, влияющих на силу ингибирующего эффекта свечения 
соединения в отношении тест-культур бактерий. Увеличение токсического 
действия непосредственно связано с изменением числа галогенов от 1 до 
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6 единиц в структуре соединения с учетом индивидуальных физико-
химических свойств атомов в ряду йод, бром, хлор, фтор. К примеру, сила 
ингибирования свечения производного NKV, содержащего в своей струк-
туре два атома фтора, меньше, чем аналогичный эффект, оказываемый 
NKV, содержащим один атом хлора. Замещение атома водорода на галоген 
в 9-м положении, относительно основной гетероциклической цепи 1,2,4-
триазинохиназолинтиоуксусной кислоты, характеризует более сильным 
снижением люминесценции, чем в 10-м. Удлинение углеродной цепи в 
радикалах на одну метильную или метокси-группу приводит к снижению 
токсического воздействия NKV. Определили, что производные 1,2,4-
триазинохиназолинтиоуксусной кислоты являются более сильными инги-
биторами бактериальной люминесценции, чем тиоацетамиды 1,2,4-
триазинохиназолина. В свою очередь, среди 1,2,4-триазино-[2,3-c]хиназо-
лин-6-илтиоацетамидов сила токсического действия увеличивается, если в 
ацетамидном участке (R, см. рис. 1) производили замещение водорода на 
фармакофорные группы или их комбинации с циклическими, ароматиче-
скими или гетероциклическими фрагментами. Определен общий вид 
структуры среди тестируемых NKV с наиболее выраженной способностью 
к ингибированию люминесценции штамма P. Leiognathi Sh1 - 2-((9-R1-10-
R2-3-(4-R3-фенил)-2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хиназолин-6-ил)тио)ук-
сусные кислоты (рис. 4). Вне зависимости от заместителей R1, R2, R3 сила 
токсического действия составила 80±10% от контрольных значений люми-
несценции для производных.  

 

 
 

Рис. 4. Схема производных NKV с наибольшим ингибирующим действием 
R1 – F, Cl, Br, I, H, O–CH3; R2, R3 – F, Cl, Br, I, H [7,5 см] 

 
Выводы 

 
В результате проведенных исследований определен общий вид струк-

туры с наиболее выраженной токсичностью 2-((10-R1-9-R2-3-(4-R3-фенил)-
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2-оксо-2H-[1,2,4]триазино[2,3-c]хиназолин-6-ил)тио)уксусной кислоты, 
согласно рис. 4. Определены группы, влияющие на силу биоцидного дей-
ствия производных 1,2,4-триазинохиназолинтиоуксусной кислоты. Полу-
ченные результаты дают основу для создания фрагментных дескрипторов, 
которые вместе с физико-химическими дескрипторами позволят выстроить 
количественные модели SAR и QSAR в ряду производных 1,2,4-триазино-
хиназолинтиоуксусной кислоты. 
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Crimean Federal University V.I. Vernadsky, Medical Academy S.I. Georgievsky  
(Simferopol, Russian Federation) 

 
The influence of substituents in the heterofunctional derivatives  

of 1,2,4-triazinohinazolin thioacetic acid on bioluminescent bacteria 
 

Substituents were identified in the structure of test compounds: cyclic radicals 
(adamantane, azapen, norborane), aromatic radicals (anisole, trifluorobenzene), het-
erocyclic radicals (1-methyl pyrrolidone, trimethyl morfolin), halogen radicals (bro-
mine, iodine, fluorine, chlorine), and a carboxyl group. Correlation between the 
structure and the biological effect was found.  

An assessment of the biological activity of 1,2,4-triazinohinazolin thioacetic acid 
(NKV) was created by a bioluminescent method. Results of screening the biological 
activity divided conditionally all NKV into 4 groups by level of toxicity: ‘neutral sub-
stance’ with > EC50 of 0.25 mg/ml; ‘weak inhibitor’ with EC50 of 0.175–0.25 mg/ml; 
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‘moderate inhibitor’ with EC50 of 0.05–0.1 mg/ml; and ‘strong inhibitor’ with EC50 < 
0.025 mg/ml. 

The study defined the general form of the structure with the most severe toxicity: 
2-((10-R1-9-R2-3-(4-R3-phenyl)-2-oxo-2H-[1,2,4]triazino[2,3-c]quinazolin-6-
yl)thio)acetic acid. 

Keywords: bioluminescence; luminescent bacteria; heterofunctional derivatives; 
1,2,4-triazinohinazolin thioacetic acid. 
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