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Резюме

Цель исследования – изучение антимикробной активности новых производных хиназолина в отношении 
Staphylococcus aureus с прогнозированием взаимосвязи «структура – активность». Материал и методы. Пер-
вичный антимикробный скрининг новых производных хиназолина проведен с использованием метода серийных 
разведений. Количество колоний подсчитывали с помощью программно-аппаратного комплекса BIOMIC V3 
(Giles Scientific, США). Для статистической обработки результатов исследования использовали программу 
«StatTech» (Россия) с применением параметрического метода с определением t-критерия Стьюдента с поправ-
кой Бонферрони. Прогноз прямых биологических мишеней проведен с использованием программного инстру-
мента PASS. Структурные параметры и коэффициент распределения октанол/вода (LogP) определяли с приме-
нением ProTox 3.0. Результаты. Установлен бактериостатический эффект вещества VMA-23-10 в отношении 
S. aureus в разведениях 128, 64 и 32 мкг/мл. Показано, что VMA-23-10, отличаясь присутствием в молекуле изо-
пропильного радикала, характеризуется большей липофильностью. Представлен прогноз механизма действия 
вещества VMA-23-10. Заключение. Выполненное исследование позволило выявить соединение-лидер среди 
исследуемых производных, проявляющее бактериостатический эффект в отношении S. aureus. Отличие по ли-
пофильности VMA-23-10 от других исследуемых молекул, вероятно, определяет неодинаковую способность их 
проникновения через клеточную мембрану патогена. Спрогнозированная вероятность воздействия соединения 
VMA-23-10 на серин-треониновые протеинкиназы позволяет предполагать проявление им антимикробного эф-
фекта за счет нарушения синтеза пептидогликана, а также подавления процесса образования биопленок. 

Ключевые слова: производные хиназолинона, противомикробная активность, Staphylococcus aureus, липо-
фильность, серин-треониновые протеинкиназы.
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Abstract

The aim of the study was to study the antimicrobial activity of new quinazoline derivatives against Staphylococcus au-
reus with the prediction of the structure-activity relationship. Material and methods. Primary antimicrobial screening 
of new quinazoline derivatives was carried out using the serial dilution method. The number of colonies was counted 
using the BIOMIC V3 software and hardware complex (Giles Scientific, USA). For statistical processing of the study 
results, the StatTech program (Russia) was used using the parametric method with the definition of Student’s t-test with 
Bonferroni correction. Prediction of direct biological targets was carried out using the PASS software tool. Structural 
parameters and octanol/water partition coefficient (LogP) were determined using ProTox 3.0. Results. The bacterio-
static effect of the substance VMA-23-10 against S. aureus was established in dilutions of 128, 64 and 32 μg/ml. It has 
been shown that VMA-23-10, distinguished by the presence of an isopropyl radical in the molecule, is characterized by 
greater lipophilicity. The mechanism of action of the substance VMA-23-10 was predicted. Conclusions. The conducted 
study made it possible to identify the leading compound among the studied derivatives, which exhibits a bacteriostatic 
effect against S. aureus. The difference in lipophilicity between VMA-23-10 and other molecules studied probably de-
termines their different ability to penetrate the cell membrane of the pathogen. The predicted probability of the effect of 
the compound VMA-23-10 on serine/threonine protein kinases suggests that it exhibits an antimicrobial effect due to 
disruption of peptidoglycan synthesis, as well as suppression of the process of biofilm formation. 

Key words: quinazolinone derivatives, antimicrobial activity, Staphylococcus aureus, lipophilicity, serine/threonine 
protein kinases.
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Введение
На сегодняшний день перечень заболеваний, 

вызванных Staphylococcus aureus (пневмония, ме-
нингит, инфекции кожи (импетиго, фурункулы), 
остеомиелит, бактериемия, эндокардит, сепсис 
и другие), ежедневно дополняется новыми раз-
новидностями патологических процессов и их 
осложнений [1]. Известно, что основной про-
блемой, с которой приходится сталкиваться при 
разработке терапевтических стратегий при их ле-
чении, является появление и быстрое распростра-
нение устойчивых к действию антимикробных 
веществ штаммов (метициллин-резистентного 
S. aureus (MRSA)). Способность патогена об-
разовывать биопленки, сохраняя вирулентность 
при опсонизации, фагоцитозе и действии анти-
микробных агентов, рассматривается в качестве 
одной из возможных трудностей в практике ди-
зайна новых противомикробных средств. 

В настоящее время разработано достаточ-
ное количество методов медикаментозного воз-
действия на патоген, основанных на подавлении 
активности ферментов, рецепторов и белковых 
молекул, принимающих участие в процессах, 
которые лежат в основе поддержания жизнедея-
тельности бактериальной клетки, ее адаптацион-
ных механизмов и вирулентных признаков [2–5]. 
Показано, что поиск новых веществ сопряжен с 
выбором «привилегированных структур», под 

которыми понимают соединения, проявляющие 
сродство к более чем одному виду мишеней и 
характеризующиеся оптимальными фармакоки-
нетическими свойствами [4, 6, 7]. Их разновид-
ностью являются производные хиназолинона, 
молекулы которых содержат конденсированную 
систему, образованную пиримидиновым и бен-
зольным циклами [8]. Охарактеризован широкий 
спектр фармакологический активности веществ 
данной группы: противомикробной, противоопу-
холевой, противовоспалительной, гипогликеми-
ческой и другой [9]. Способность производных 
хиназолинона проявлять непрямой антибакте-
риальный эффект, опосредованный их воздей-
ствием на различные рецепторы, ферменты или 
белковые системы, делает соединения ценным 
объектом изучения не только при разработке ин-
дивидуальных лекарственных средств, но и как 
исходных веществ при синтезе новых соедине-
ний [10, 11].

Цель исследования – изучение антимикроб-
ной активности новых производных хиназолина 
в отношении S. aureus с прогнозированием взаи-
мосвязи «структура – активность».

Материал и методы 
Объектами исследования явились новые 

производные хиназолин-4(3Н)-она, их общая 
формула представлена на рисунке. Соедине-
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ния синтезировали путем N-алкилирования 
хиназолин-4(3Н)-она различными фенилглици-
диловыми эфирами в N,N-диметилформамиде 
в присутствии безводного калия карбоната при 
комнатной температуре. Физико-химические 
свойства соединений представлены в табл. 1.

В качестве эталона (препарата сравнения) 
при исследовании использован препарат ком-
мерческого происхождения цефтриаксон-АКОС, 
порошок для приготовления раствора для вну-
тримышечного и внутривенного введения (ОАО 
«Синтез», г. Курган, P N000750/01), из которого 
готовили раствор с концентрацией, эквивалент-
ной концентрации рабочего раствора. Соеди-
нение-лидер в ряду синтезированных веществ, 
имеющих лабораторные шифры VMA-23-07, 
VMA-23-08, VMA-23-09 и VMA-23-10, выяв-
ляли в ходе первичного скрининга антимикроб-
ной активности с использованием выделенных 
от пациентов культур S. aureus, которые были 
предоставлены клинико-диагностической ла-
бораторией Городской клинической больницы 
№ 3 им. С.М. Кирова (г. Астрахань). Исследова-
ние одобрено этическим комитетом ФГБОУ ВО 
Астраханский государственный медицинский 
университет Минздрава России (протокол № 6 от 
27.11.2018).

Использование метода серийных разведений, 
регламентированного требованиями Междуна-
родного стандарта ISO 20776-1:20061 и Нацио-

нального стандарта ГОСТ Р ИСО 20776-1-20102, 
идентичного международному, позволило прове-
сти первичный антимикробный скрининг in vitro. 
Применение макрометода (пробирочного) в среде 
мясопептоннго бульона, приготовленного в соот-
ветствии с ГОСТ 20729-75, сделало возможным 
установить чувствительность S. aureus к исследу-
емым производным хиназолинона.

Для приготовления рабочего раствора навес-
ку исследуемого производного массой 4 мг рас-
творяли в 0,5 мл диметилсульфоксида (ДМСО) 
с последующим добавлением к нему 4,5 мл 
0,9%-го раствора NaCl. Выбор растворителя обо-
снован его соответствием требованиям методиче-
ских рекомендаций «Определение чувствитель-
ности микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам», а также степенью растворимости 
в нем изучаемых веществ (трудно растворимы в 
воде, малорастворимы в 40- и 90%-м этиловом 
спирте и хорошо растворимы в ДМСО). Пред-
варительно оценивали воздействие ДМСО на 
используемые штаммы микроорганизмов [9]. По-
лученный исходный раствор использовали для 
приготовления серии растворов с убывающей в 
геометрической прогрессии концентрацией: 128, 
64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 и 0,25 мкг/мл. Рабочие рас-
творы вносили в пробирки по 1 мл.

Инокулят готовили методом прямого суспен-
дирования морфологически схожих колоний 
сбором стерильной бактериологической петлей 
с последующим переносом в стерильный изото-
нический раствор. Первичный антимикробный 
скрининг проводили по следующей методике: 
вносили по 1 мл инокулята S. aureus в изотони-
ческом растворе с концентрацией 106 КОЕ/мл в 
пробирки с растворами хиназолиноновых произ-
водных, закрывая каждую из них стерильными 
ватно-марлевыми пробками, инкубировали при 
температуре 37 °С в течение суток, так же как и 
контрольный раствор с нативной культурой без 
изучаемого производного и референтного пре-
парата. Впоследствии визуально сравнивали в 
проходящем свете все анализируемые объек-
ты. Интенсивный рост культуры в контрольной 
пробирке оценивали по полному помутнению 

Общая формула новых производных хиназолин-4(3Н)-
она
The general formula of the new derivatives of quinazoline-
4(3H)-one

Таблица 1. Свойства новых производных хиназолин-4(3Н)-она

Table 1. Properties of new derivatives of quinazoline-4(3H)-on

Соединение R Температура 
плавления, оС Брутто-формула Выход, % Rf

(этилацетат)
VMA-23-07 H 138–140 С17H16O3N2 58 0,79
VMA-23-08 CH3 145–148 С18H18O3N2 62 0,73
VMA-23-09 Cl 169–173 С17H15O3N2Cl 52 0,39
VMA-23-10 CH(CH3)2 130–133 С20H22N2O3 70 0,84
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питательной среды, отсутствие помутнения по-
зволило определить наименьшую концентрацию 
соединений, при которой бактериального роста 
не было (минимальную подавляющую концен-
трацию (МПК)). 

Величину минимальной ингибирующей кон-
центрации (МИК), при которой предотвраща-
ется видимый рост бактерий, использовали для 
оценки жизнеспособности бактерий. Определе-
ние данного показателя проводили отделением 
супернатанта после центрифугирования содер-
жимого пробирок при 1500 об/мин в течение 
10 мин и посева его в количестве 0,05 мл на мя-
сопептонный агар (МПА), полученный при рас-
творении сухого агара и его автоклавирования, в 
чашках Петри. Характерный рост устанавливали 
через 24 ч после инкубирования в термостате при 
37 °С. Исследование предполагало шестикратное 
воспроизведение описанной методики анализа. 
Количество колоний подсчитывали с помощью 
программно-аппаратного комплекса BIOMIC V3 
(Giles Scientific, США).

Для статистической обработки результатов ис-
следования использовали программу StatTech (Рос-
сия). Непрерывные переменные представлены в 
виде среднего арифметического и ошибки среднего 
(M ± m). Различия оценивали с помощью критерия 
Стьюдента с поправкой Бонферрони. Критический 
уровень значимости нулевой статистической гипо-
тезы (р) принимали равным 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Анализ антимикробного действия веществ с 

шифрами VMA-23-07, VMA-23-08, VMA-23-09 и 
VMA-23-10 продемонстрировал его взаимосвязь 
с кратностью разведения. Результаты визуальной 
оценки активности соединений в отношении ро-

ста S. aureus в среде мясопептонного бульона и 
МПА представлены в табл. 2 и 3. В контрольных 
пробирках отмечен интенсивный рост S. aureus 
в виде диффузного помутнения, тогда как в про-
бирках с препаратом сравнения наблюдалась пол-
ная прозрачность среды, что свидетельствовало 
об отсутствии роста микроорганизма. Визуаль-
ная оценка активности производных хиназолин-
4(3Н)-она в отношении роста S. aureus в среде 
мясопептонного бульона показала, что в разве-
дении 128, 64 и 32 мкг/мл наблюдался слабый 
рост микроорганизма под влиянием VMA-23-10, 
что проявлялось неполной прозрачностью среды. 
Под влиянием оставшихся соединений во всех 
разведениях отмечен интенсивный рост S. aureus.

Характерным ростом для S. aureus на МПА 
считается образование ровных круглых колоний 
(2–4 мм в диаметре) с блестящей поверхностью 
и ровными краями, окрашенных в цвет липо-
хромного пигмента (зеленовато-желтый, желтый, 
оранжевый, кремовый). Соединения VMA-23-07, 
VMA-23-08 и VMA-23-09 оказались малоактив-
ными в разведении 128 мкг/мл и неактивными 
в других разведениях, что подтверждалось на-
личием характерного роста практически по всей 
площади чашек Петри. Соединение VMA-23-10 
способствовало появлению нехарактерного ро-
ста микроорганизма от 25 до 50 % от поверхно-
сти чашки Петри, свидетельствуя о его средней 
активности в отношении S. aureus; в разведениях 
от 16 до 0,25 мкг/мл соединение было неактивно, 
что сопровождалось наличием характерного ро-
ста практически по всей площади чашки Петри. 

Результаты оценки количества колоний 
S. aureus на МПА под влиянием соединения 
VMA-23-10 в наиболее активных разведениях 
представлены в табл. 4. Под влиянием цефтри-
аксона наблюдается статистически значимое 

Таблица 2. Результаты визуальной оценки активности производных хиназолин-4(3Н)-она в отношении 
роста S. aureus в среде мясопептонного бульона

Table 2. Results of visual assessment of the activity of quinazoline-4(3H)-oh derivatives in relation to the growth 
of S. aureus in meat-peptone broth medium

Соединение, 
препарат n

Концентрация, мкг/мл
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

Контроль +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Цефтриаксон 6 - - - - - - - - - -
VMA-23-07 6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
VMA-23-08 6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
VMA-23-09 6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
VMA-23-10 6 + + + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Примечание. «-» – отсутствие роста (полная прозрачность среды); «+» – слабый рост (неполная прозрачность среды); 
«++» – умеренный рост (диффузное помутнение среды); «+++» – интенсивный рост (диффузное помутнение с хлопьевид-
ным осадком).
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снижение количества колоний в сравнении с 
контролем в 41, 22 и 16 (р < 0,001) раз в разве-
дениях 128, 64 и 32 мкг/мл соответственно, что 
характеризует бактерицидную активность пре-
парата сравнения. Соединение VMA-23-10 по 
отношению к контрольным значениям также сни-
жало количество колоний S. aureus в разведениях 
128, 64 и 32 мкг/мл в 4, 3,5 и 3,2 раза соответ-
ственно (р < 0,001). В сравнении с показателями 
цефтриаксона изучаемое вещество показало в 9,3 
раза менее выраженный антистафилококковый 
эффект в разведении 128 мкг/мл (р < 0,001), в 
разведениях 64 и 32 мкг/мл – в 6 и 4,8 раза со-
ответственно (р < 0,001). Полученные результаты 
свидетельствуют о проявлении бактериостатиче-
ского эффекта веществом VMA-23-10 в отноше-
нии S. aureus в разведениях от 128 до 32 мкг/мл.

Анализ структуры исследуемых производных 
с применением программных возможностей Pro-
Tox 3.0 показал, что они являются биоизостерами, 
характеризующимися одинаковым количеством 

акцепторов и доноров водородной связи, равным 
4 и 1 соответственно [12]. Отличаясь от других 
соединений по количеству вращающихся фраг-
ментов (VMA-23-10 – 6, тогда как у VMA-23-07, 
VMA-23-08, VMA-23-09 – 5), VMA-23-10, веро-
ятно, характеризуется большей конформацион-
ной вариативностью, что позволяет предполагать 
большую вероятность образования стабильного 
белок-лигандного комплекса в одном из его про-
странственных состояний. Присутствие изо-
пропильного радикала в молекуле VMA-23-10, 
вероятно, способствует увеличению его липо-
фильности, повышая степень проникновения че-
рез липидный слой мембраны клетки патогена и, 
как следствие, антимикробную активность. Рас-
считанные коэффициенты распределения октанол/
вода (LogP) для исследуемых веществ подтверж-
дают большую гидрофобность VMA-23-10 (2,96) 
по сравнению с другими соединениями (1,84, 2,14 
и 2,49 для VMA-23-07, VMA-23-08 и VMA-23-09 
соответственно) при одинаковых значениях топо-

Таблица 3. Результаты визуальной оценки активности производных хиназолин-4(3Н)-она в отношении 
роста S. aureus на МПА

Table 3. Results of visual assessment of the activity of quinazoline-4(3H)-oh derivatives in relation to the growth 
of S. aureus on meat-peptone agar

Соединение, 
препарат n

Концентрация, мкг/мл
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

Контроль 6 ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

Цефтриаксон 6 - - - - - - - - - -

VMA-23-07 6 ХР
+++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

VMA-23-08 6 ХР
+++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

VMA-23-09 6 ХР
+++

ХР
+++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

VMA-23-10 6 НХР
++

НХР
++

НХР
++

НХР
+++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

ХР
++++

Примечание. НХР – нехарактерный рост, ХР – характерный рост; «–» – разведения высокой активности (отсутствие 
характерного роста); «+» – разведения активные (наличие характерного роста менее 25 %); «++» – разведения средней актив-
ности (наличие характерного роста от 25 до 50 %); «+++» – разведения малоактивные (наличие характерного роста от 50 до 
75 %); «++++» – разведения неактивные (наличие характерного роста более 75 %)

Таблица 4. Влияние производного хиназолин-4(3Н)-она VMA-23-10 на количество колоний S. aureus

Table 4. Effect of the quinazoline-4(3H)-oh derivative VMA-23-10 on the number S. aureus colonies

Соединение, препарат n
Концентрация, мкг/мл

128 64 32
Контроль 6 412,23±25,68 416,74±28,45 417,23±24,35
Цефтриаксон 6 10,28±1,00*** 19,23±1,13*** 26,58±2,45***
VMA-23-10 6 95,69±8,54*,# 118,46±9,85*,# 127,76±11,25*,#

Примечание. Обозначены статистически значимые (p  <  0,001) отличия от величин соответствующих показателей: 
* – контроля, # –  цефтриаксона.
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логической площади полярной поверхности, рав-
ных 64,35 Å2. Использование программы ProTox 
3.0 сделало возможным прогнозировать степень 
токсичности изучаемых веществ по рассчитанным 
значениям средних полулетальных доз (LD50): 
VMA-23-07, VMA-23-08 и VMA-23-10 –2000 мг/кг 
и VMA-23-09 –1500 мг/кг). Изучаемые вещества 
могут быть отнесены к IV классу токсичности в со-
ответствии с согласованной на глобальном уровне 
системой классификации опасности и химической 
продукции (СГС) [13]. 

С помощью программы PASS дан прогноз воз-
действия VMA-23-10 с вероятностью Pa = 0,6590 на 
прямую мишень – серин-треониновую протеинки-
назу [14, 15]. Принимая во внимание способность 
данного фермента участвовать в активации работы 
двухкомпонентной сигнальной системы патогенов, 
сделано предположение, что одним из возможных 
механизмов действия VMA-23-10 может быть нару-
шение синтеза пептидогликана, а также подавление 
процесса образования биопленок S. aureus.

Заключение
Проведенное исследование позволило выявить 

соединение-лидер среди исследуемых производных 
(VMA-23-10), проявляющее бактериостатический 
эффект в отношении S. aureus. Отличие по степени 
полярности от других изучаемых соединений, веро-
ятно, обусловливает большую степень его проник-
новения через клеточную мембрану патогена. Про-
гнозируемая вероятность воздействия VMA-23-10 
на серин-треониновую протеинкиназу определяет 
один из возможных механизмов его действия, за-
ключающийся в нарушении целостности мембра-
ны клетки S. aureus за счет блокирования синтеза 
пептидогликана и процесса образования биопленок. 
Прогноз токсичности, результаты первичного анти-
микробного скрининга позволяют рассматривать 
VMA-23-10 как соединение, которое может быть 
использовано в индивидуальном виде или в форме 
пролекарства для лечения инфекционных процес-
сов, вызванных S. aureus, а также как исходное ве-
щество для синтеза новых соединений с более вы-
раженной степенью антимикробной активности.
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