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ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ ПРОИЗВОДНЫХ ЭПОКСИИЗОИНДОЛОВ 
ПО РЕЗУЛЬТАТАМ КВАНТОВО-ХИМИЧЕСКИХ РАСЧЕТОВ

Аннотация. Изучена противовирусная активность 12 азот- и кислородсодержащих гетероциклических соеди-
нений в отношении вируса осповакцины в культуре клеток Vero и проведено сопоставление полученных данных 
с результатами квантово-химических расчетов ab initio методом DFT. Установлено, что показатель индекса селек-
тивности зависит от токсичности исследуемых соединений. В частности, соединения, содержащие 2,3-дихлорбен-
зильную группу, оказались более токсичными и неперспективными в качестве противовирусных соединений, кроме 
того, биологическое тестирование показало, что (Е)-азометины, содержащие фрагмент 1,5-диметил-3-оксо-2-фе-
нил-2,3-дигидро-1H-пиразола, противовирусную активность не проявляли. Наиболее перспективными в отношении 
вируса осповакцины оказались соединения – производные ванилина и ванилаля. Метод предварительного кванто-
во-химического моделирования может позволить еще на стадии планирования работ по синтезу и биотестированию 
новых химических соединений произвести выявление неперспективных малоактивных структур.
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ANTIVIRAL ACTIVITY OF EPOXYISOINDOLE DERIVATIVES  
ON THE RESULTS OF QUANTUM CHEMICAL CALCULATIONS

Abstract. The antiviral activity of 12 nitrogen- and oxygen-containing heterocyclic compounds was studied by screen-
ing against the vaccinia virus in Vero cell culture and the data obtained were compared with the results of ab initio quantum 
chemical calculations using the DFT (density functional theory) method. The index of selectivity was found to be contingent 
upon the toxicity of the compounds under study.  Compounds containing a 2,3-dichlorobenzyl group were found to be more 
toxic and unpromising as antiviral compounds. In addition, biological testing showed that (E)-azomethines containing a frag-
ment of 1,5-dimethyl-3-oxo-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazole showed no antiviral activity. Compounds derived from van-
illin and vanillal have proved to be the most promising in relation to the smallpox vaccine virus. The method of preliminary 
quantum chemical modeling can make it possible to identify unpromising, low-activity structures even at the planning stage 
of work on the synthesis and bioscreening of new chemical compounds.
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Введение. Соединения, содержащие фармакофорный изоиндольный фрагмент, проявляют 
широкий спектр биологической активности: антимикробную, цитотоксическую, ингибирую-
щую активность ферментов и анальгетическую [1].

Материалы и методы исследования. В настоящей работе приводятся данные по изучению 
противовирусной активности 12 азотсодержащих гетероциклических соединений [1] в резуль-
тате скрининга против вируса осповакцины [2] в культуре клеток Vero и сопоставлению полу-
ченных данных с результатами квантово-химических расчетов ab initio методом DFT (Density 
Functional Theory – теория функционала плотности [3; 4]).

Противовирусную активность исследовали у серии азотистых гетероциклических соединений: 
альдегидов (1−6) − 2-метокси-4-формилфенил-6-оксо-3,4,6,6а,7,8-гексагидро-2H,10bH-8,10a-эпок-
си[1,3]оксазино[2,3-а]изоиндол-7-карбоксилат (1), 4-формил-2-этоксифенил-6-оксо-3,4,6,6а,7,8-
гексагидро-2H,10bH-8,10a-эпокси[1,3]оксазино[2,3-а]изоиндол-7-карбоксилат (2), 2-метокси-
5-формилфенил-6-оксо-3,4,6,6а,7,8-гексагидро-2H,10bH-8,10a-эпокси[1,3]оксазино[2,3-а]
изоиндол-7-карбоксилат (3), 2-метокси-4-формилфенил-2-(2,3-дихлорбензил)-1-оксо-1,2,3,6,7,7а-
гексагидро-3а,6-эпоксиизоиндол-7-карбоксилат (4), 4-формил-2-этоксифенил-2-(2,3-дихлорбензил)-
1-оксо-1,2,3,6,7,7а-гексагидро-3а,6-эпоксиизоиндол-7-карбоксилат (5), 2-метокси-5-формилфе-
нил-2-(2,3-дихлорбензил)-1-оксо-1,2,3,6,7,7а-гексагидро-3а,6-эпоксиизоиндол-7-карбоксилат (6); 
азометинов (7−12)  − 4-((Е)-((1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1Н-пиразол-4-ил)имино)- 
метил)-2-метоксифенил-6-оксо-3,4,6,6а,7,8-гексагидро-2H,10bH-8,10a-эпокси[1,3]оксазино[2,3-а]
изоиндол-7-карбоксилат (7), 4-((Е)-((1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1Н-пиразол-4-ил)-
имино)метил)-2-этоксифенил-6-оксо-3,4,6,6а,7,8-гексагидро-2H,10bH-8,10a-эпокси[1,3]оксази-
но[2,3-а]изоиндол-7-карбоксилат (8), 5-((Е)-((1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1Н-пира-
зол-4-ил)имино)метил)-2-метоксифенил-6-оксо-3,4,6,6а,7,8-гексагидро-2H,10bH-8,10a-эпокси[1,3]
оксазино[2,3-а]изоиндол-7-карбоксилат (9), 4-((E)-((1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1H-
пиразол-4-ил)имино)метил)-2-метоксифенил-2-(2,3-дихлорбензил)-1-оксо-1,2,3,6,7,7а-гексагидро-
3а,6-эпоксиизоиндол-7-карбоксилат (10), 4-((E)-((1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1H-пиразол- 
4-ил)имино)метил)-2-этоксифенил 2-(2,3-дихлорбензил)-1-оксо-1,2,3,6,7,7а-гексагидро-3а,6-эпок-
сиизоиндол-7-карбоксилат (11), 5-((E)-((1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1H-пиразол-4-
ил)имино)метил)-2-метоксифенил-2-(2,3-дихлорбензил)-1-оксо-1,2,3,6,7,7а-гексагидро-3а,6-эпок-
сиизоиндол-7-карбоксилат (12) (рисунок, табл. 1) [5].

Цитотоксичность и противовирусную активность синтезированных амидов против вируса 
вакцины оценивали с помощью колориметрического анализа в культуре клеток Vero по разра-
ботанной ранее методике [6]. В работе использовали вирус осповакцины (штамм Копенгаген), 
полученный из Государственной коллекции возбудителей вирусных инфекций и риккетсиозов 
ГНЦ ВБ «Вектор» (Кольцово, Новосибирская область, Россия). Вирус нарабатывали в клетках 
Vero в среде DMEM. Концентрацию вируса в супернатанте культуры клеток определяли методом 
бляшкового титрования, рассчитывали и выражали в десятичных логарифмах бляшкообразую-
щих единиц в миллилитре (log10 БОЕ в мл). Титр образцов вируса, использованных в экспери-
менте, составлял от 5,6 до 6,1 log10 БОЕ/мл. Образцы вируса хранились при температуре –70 °C. 
В качестве препарата сравнения использовали коммерчески доступный препарат цидофовир 
(Cidofovir, Vistide) производства Gilead Sciences Inc. Для оценки противовирусной активности 
в лунки 96-луночных планшетов с монослоем клеток, содержащих 100 мкл среды DMEM с 2 % 
фетальной сыворотки, сначала добавляли по 50 мкл разведения образцов, а затем – по 50 мкл 
разведения вируса в дозе 1000 БОЕ на лунку. Цитотоксичность соединений определяли путем 
измерения разрушения клеток под их воздействием в лунках, не содержащих вируса. Монослои 
клеток в лунках планшета использовались в качестве контроля: в один набор лунок добавляли
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Структурные формулы исследованных соединений 1−12

Structural formulas of studied compounds 1−12

Т а б л и ц а 1. Данные биологической активности азотистых гетероциклических соединений 1−12

T a b l e 1. Data on the biological activity of nitrogen heterocyclic compounds 1–12

Соединение
Compound CC50, mM IC50, mM SI (CC50 / IC50) I

1 >260 11,2 ± 1,3 >23 1,92
2 >250 12,3 ± 1,9 >20 1,76
3 >260 15,3 ± 1,5 >17 1,51
4 64,7 ± 5,2 Не активно − 1,19
5 154,5 ± 16,9 7,3 ± 1,2 21 1,26
6 147,7 ± 11,5 10,2 ± 1,4 14 1,12
7 >175 Не активно − 2,51
8 >173 Не активно − 1,79
9 >175 Не активно − 0,92
10 114,4 ± 10,1 Не активно − 1,74
11 101,5 ± 9,3 Не активно − 3,75
12 >148 Не активно − 2,16
Цидофовир 201,3 ± 50,1 7,6 ± 3,1 26 −

П р и м е ч а н и е. CC50 – токсичность, IC50 – активность, SI – индекс селективности, 
I – индекс. 

N o t e. CC50 – toxicity, IC50 – activity, SI – selectivity index, I – index.

вирус (контроль вируса), а в другой не добавляли ни вирус, ни соединения (контроль клеток). По-
сле инкубации монослоев клеток, зараженных ортопоксвирусом, в течение 4 дней и обработки их 
тестируемыми соединениями, в культуральную среду на 1,5 ч добавляли прижизненный краси-
тель «нейтральный красный». Затем монослой дважды промывали физиологическим раствором, 
добавляли буфер для лизиса клеток и через 30 мин измеряли оптическую плотность (ОП), кото-
рая является показателем количества клеток в монослое, не разрушенных под влиянием вируса 
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или препаратов, на планшетном ридере Emax (Molecular Devices, San Jose, CA, США) при 490 нм. 
По значениям OП рассчитывали 50  %-ную цитотоксическую концентрацию (CC50,  мкг/мл)  
и 50 %-ную ингибирующую концентрацию (IC50, мкг/мл) с помощью компьютерной программы 
SoftMax Pro-4.0. Далее указанные значения пересчитывали в мкМ. На основании этих показате-
лей рассчитывали индекс селективности (SI) препарата: SI = CC50 / IC50. 

Целью данной работы является поиск корреляционных зависимостей между эксперименталь-
но полученными данными по противовирусной активности серии азотистых гетероциклических 
соединений 1−12, синтез и физико-химические свойства которых описаны в [1] и некоторыми мо-
лекулярными параметрами (дескрипторами) этих соединений, вычисленных с помощью кванто-
во-химических методов (табл. 1 и 2). Использование такого рода корреляционных зависимостей 
позволяет еще на этапе квантово-химического моделирования произвести анализ и выбрать наи-
менее перспективные соединения, что может привести к существенной экономии лабораторных 
материалов, культуральных сред и сократить трудозатраты медико-биологического персонала.

Т а б л и ц а 2. Данные квантово-химических расчетов соединений 1–12

T a b l e 2. Data from quantum chemical calculations of compounds 1–12

Соединение
Compound Ef, а. е. ЕВЗМО, eV ЕНВМО, eV ∆F, eV D, Db I M N Линкер

1 –1338,19733 –9,0394 2,9579 11,9973 6,24 1,92 385,37 47 ванилин
2 –1377,01218 –8,9001 2,9726 11,8727 6,75 1,76 399,40 50 ванилаль
3 –1338,22556 –8,9093 3,1669 12,0762 8,01 1,51 385,37 47 изованилин
4 –2328,95820 –8,9265 2,9644 11,8909 9,98 1,19 488,32 52 ванилин
5 –2367,72769 –8,9953 2,9759 11,9712 9,52 1,26 502,34 55 ванилаль
6 –2328,95953 –8,1991 3,1666 11,3657 10,17 1,12 488,32 52 изованилин
7 –1920,69535 –7,5382 3,0901 10,6283 4,24 2,51 570,60 72 ванилин
8 –1959,48498 –7,4960 3,1087 10,6047 5,93 1,79 584,63 75 ванилаль
9 –1920,72140 –7,6693 3,0948 10,7641 11,72 0,92 570,60 72 изованилин
10 –2911,45278 –7,5444 3,1125 10,6569 6,13 1,74 673,55 77 ванилин
11 –2950,24406 –7,7270 3,0327 10,7597 2,87 3,75 687,57 80 ванилаль
12 –2911,45104 –7,6571 3,1331 10,7902 5,00 2,16 673,55 77 изованилин

П р и м е ч а н и я: Ef – полные энергии системы (атомные единицы Хартри), ЕВЗМО – энергии высших занятых 
молекулярных орбиталей (eV), ЕНВМО – энергии низших вакантных молекулярных орбиталей (eV), ∆F  – разности 
энергий ВЗМО и НВМО (eV), D – дипольные моменты (Db), I – индекс, М – молекулярная масса (дальтон), N – общее 
число атомов, линкер – фрагмент молекулы природного происхождения (ванилин) и синтетического (ванилаль, изо-
ванилин).

N o t e s: Ef – total energies of the system (Hartree atomic units), ЕВЗМО – energies of the highest occupied molecular 
orbitals (eV), ЕНВМО – energies of the lowest unoccupied molecular orbitals (eV), ∆F – energy differences between HOMO 
and LUMO (∆F, eV), D – dipole moments (Db), I – index, М – molecular weight (dalton), N – total number of atoms, linker – 
a fragment of a molecule of natural origin (vanillin) and synthetic (vanillal, isovanillin).

Квантово-химические расчеты соединений 1–12 были проведены методом DFT с применени-
ем уровня теории B3LYP1/MIDI, программного пакета GAMESS [3] и базового набора MIDI [4].

Для выявления зависимости противовирусной активности изучаемых азотистых гетероци-
клов 1–12 от их атомарного строения и электронной структуры был проведен анализ энергетиче-
ского положения и локализации таких дескрипторов биологической активности, как граничные 
орбитали (ГО), каковыми являются энергия верхней занятой молекулярной орбитали (ВЗМО) 
и энергия нижней вакантной молекулярной орбитали (НВМО) (табл. 2).

Путем анализа разности энергий ВЗМО и НВМО с использованием метода, разработанного 
К. Фукуи [7], были вычислены значения (∆F, eV) (табл. 2):

	 ∆F = | ЕВЗМО − ЕНВМО |.

Величина (∆F) показывает, что чем меньше ее значение, тем меньше энергии необходимо 
для перехода одного электрона с ВЗМО на НВМО, а следовательно, и перехода молекулы в воз-
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бужденное состояние [8]. Эта величина в ряде случаев хорошо коррелирует с экспериментально 
установленной способностью соединений проявлять биологическую активность [5]. 

Для соединений, имеющих сходное строение (гомологов и изомеров), квантово-химические 
методы анализа биологической активности дают хорошие результаты [9; 10], тогда как для сое-
динений, сильно различающихся по своим типам и характеру функциональных групп, этот ме-
тод оценки оказался неприемлемым [11].

Для иллюстрации корреляционной зависимости между экспериментально полученными дан-
ными по противовирусной активности азотистых гетероциклических соединений (1−12) (табл. 1) 
и некоторыми расчетными параметрами молекул был использован индекс (I), вычисленный по 
формуле (табл. 2)

	 I = ∆F / D. 

Ключевой характеристикой противовирусных свойств исследуемых соединений является 
индекс селективности (SI), определяющийся как отношение концентрации вещества, которая 
вызывает гибель 50  % здоровых клеток (CC50), к концентрации, которая необходима для до-
стижения 50 %-ного уровня сохранения жизнеспособных клеток в монослое, инфицированном 
вирусом, в присутствии данного вещества (IC50). Это соотношение отражает эффективность 
и безопасность исследуемого соединения. Чтобы быть перспективным кандидатом на роль про-
тивовирусного препарата, вещество должно иметь более высокие значения CC50 и более низкие 
значения IC50. Отношение этих двух показателей характеризует, насколько данное вещество из-
бирательно проявляет противовирусную активность по сравнению с его токсичностью для кле-
ток. Чем выше этот показатель, тем перспективнее соединение [12]. 

Принято считать, что соединения, индекс селективности которых превышает значение 8, 
проявляют противовирусную активность. Проведенные биологические исследования, приве-
денные в табл. 1, показали, что практически все исследуемые соединения не обладают высо-
кой цитотоксичностью – наибольшие цитотоксические свойства у вещества 4, СС50 составляет 
64,7 мкМ. Противовирусная активность соединений 1, 2, 3, 5 и 6 сравнима, среди этих веществ 
наибольшая активность у агента 5. В результате проведенных исследований показано, что веще-
ства 1, 2, 3, 5 и 6 обладают выраженной активностью в отношении вируса осповакцины − типич-
ного представителя вируса из семейства Orthopoxvirus. Использование вируса осповакцины в ка-
честве тестовой системы для поиска веществ, обладающих антиортопоксвирусной активностью, 
является общепризнанной моделью [7].

Чем меньшее значение у соединения имеет индекс (I), тем более активным является исследу-
емое соединение. Значение индекса (I) лежит в пределах 1,26−1,92 для соединений, проявивших 
высокую (соединение 1) или умеренную (2, 3, 5) противовирусную активность. Индекс (I) выше 
2,0 наблюдался у соединений (7, 11, 12), что составляет 25 % данной выборки. Их можно было бы 
исключить из кандидатов на исследование противовирусной активности как предположительно 
неактивные, однако это предположение необходимо было подтвердить экспериментально.

Увеличение значений молекулярных масс (М) у исследованных соединений выше 500 даль-
тон у соединений 7−12 (табл. 2) приводит к полной потере активности, что может соответство-
вать правилу Липинского [13]. Какой-либо корреляции числа атомов в молекуле (N) и прояв-
ляемой активности не выявлено. При сравнении полных энергий систем (Ef) у пар изомерных 
соединений – производных ванилина и изованилина (1, 3; 4, 6; 7, 9) наблюдается большая устой-
чивость у м-изомеров (производных изованилина); у (10, 12) – более устойчивым оказался п-изо-
мер [(Е)-азометин на основе ванилина 12].

Наиболее высокая противовирусная активность была выявлена у соединений 5 и 1 – произ-
водного ванилина (табл. 1, параметр SI). У родственных соединений – производных ванилаля 2 
и изованилина 3, наблюдалось ее некоторое относительное снижение. Полностью аналогичная 
тенденция отмечалась при изучении эффекта синергизма по инсектицидной активности [14].

Заключение. Показатель индекса селективности препарата (параметр SI) зависит от токсич-
ности исследуемых соединений, в частности, соединения, содержащие 2,3-дихлорбензильную 
группу (4−6, 10, 11), оказались несколько более токсичными и неперспективными в качестве 
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противовирусных соединений. Кроме того, биологическое тестирование показало, что (Е)-азо-
метины, содержащие фрагмент 1,5-диметил-3-оксо-2-фенил-2,3-дигидро-1H-пиразола (7−12), 
противовирусную активность не проявляли. Наиболее перспективными в отношении вируса 
осповакцины оказались соединения 5 и 1.

Метод предварительного квантово-химического моделирования может позволить еще на 
стадии планирования работ по синтезу и биотестированию новых химических соединений про-
извести выявление неперспективных малоактивных структур.
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