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Аннотация. Низкая растворимость веществ - один из главных факторов, определяющих появ-
ление ложноотрицательных результатов на этапе скрининга биологической активности веществ in 
vitro. Была исследована противомикробная активность труднорастворимых соединений, содержа-
щих 1,4-бензоксазин- и хиноксалин-2-оновые фрагменты. Для решения  проблемы низкой раство-
римости исследуемых веществ, в питательную среду был добавлен Твин-80. 
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Abstract.  Poor solubility of substances is one of the major factors that play a significant role in the 
occurrence of false negative results at the stage of in vitro screening for biological activity. Compounds 
containing 1,4-benzoxazin- and quinoxalin-2-one moieties has been tested for antimicrobial activity. In 
order to solve the problem of their poor solubility, Tween-80 was added into the culture medium. 
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На самом раннем этапе поиска биологически 
активных молекул – на этапе высокопроизводи-
тельного скрининга in vitro, где, главным образом, 
оценивается связывание молекул с биологической 
мишенью - существенной  проблемой является 
появление ложноотрицательных и ложнополо-
жительных результатов. Соответственно, часть 
огромного количества молекул из библиотек со-
единений, подвергаемых скринингу, отсеивается, 
в том числе ввиду неудовлетворительных физи-
ко-химических свойств, а часть, наоборот, дает 
слишком обнадеживающие результаты. 

Если на ранних стадиях разработки лекарств 
делается акцент исключительно на активности, 
то это приводит к тому, что выбранные молекулы 
(«хиты» и «лидеры») будут эффективными лиган-
дами биологических мишеней, однако их неудов-
летворительные физико-химические свойства в 

дальнейшем делают проблемной разработку на их 
основе лекарственных препаратов по причинам, 
связанным с неприемлемыми  фармакокинети-
ческими параметрами. Для того, чтобы избежать 
такой ситуации и для получения наиболее точных 
результатов на стадии скрининга, к структурам 
предъявляется ряд требований, представленных в 
виде «правила пяти» Липински, правила Вебера 
и др., согласно которым регламентируется коли-
чество доноров и акцепторов водородных связей 
в молекуле, липофильность, молекулярный вес, 
а также молекулярная гибкость, обусловленная 
количеством вращающихся связей, полярная пло-
щадь поверхности молекулы и другие параметры 
[1, 2]. 

С другой стороны, излишняя зарегламентиро-
ванность подобных структурных характеристик 
также не приветствуется, так как приводит к обе-
днению структурного разнообразия в скрининго-
вых программах, что, в свою очередь, неблагопри-
ятно сказывается на поиске новых фармакофоров 
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и на создании инновационных лекарств, посколь-
ку выявленные новые фармакофорные фрагменты 
могут быть использованы для синтеза аналогов, 
обладающих улучшенными физико-химическими 
свойствами, и, таким образом, послужить основой 
для разработки инновационных препаратов [3]. 

Для того, чтобы достичь сайта действия на 
биологической мишени, молекулы должны быть 
способны взаимодействовать с двумя разными 
средами: мембраной клеток, в основе которой 
бислой липидов (липофильная среда), и цито-
плазмой, представляющей собой раствор солей в 
воде (гидрофильная среда). Именно поэтому для 
того, чтобы быть успешной с точки зрения био-
логического действия, молекула должна обладать 
оптимальным соотношением параметров липо-
фильности и гидрофильности [4]. Липофильность 
обеспечивает взаимодействие и прохождение мо-
лекул через мембраны, а растворимость в водной 
фазе  играет роль в обеспечении необходимой 
концентрации во вне- и внутриклеточном про-
странстве.

Соединения, содержащие 1,4-бензоксазин- и 
хиноксалин-2-оновый фрагменты – представи-
тели двух классов труднорастворимых веществ. 
Низкая растворимость и высокая липофильность 
таких соединений представляют серьезную про-
блему для оценки их биологической активности.

Существуют разные пути решения проблемы 
низкой растворимости подобных веществ, как на 
стадии первичного скрининга, так и при углублен-
ном изучении. К основным стратегиям относятся 
модификация структуры при сохранении фарма-
кофорного фрагмента (введение ионогенных, по-
лярных групп, доноров и акцепторов водородных 
связей, снижение молекулярной массы молекулы 
и другое) или соответствующая оптимизация те-
стовых систем с использованием сорастворителей 
и сурфактантов, использование специальных но-
сителей - липосом или наночастиц и т.п.[4,5].

Целью данной работы являлась оптимиза-
ция условий проведения эксперимента по оценке 
противомикробной активности труднораствори-
мых соединений, содержащих 1,4-бензоксазин- и 
хиноксалин-2-оновые фрагменты, в отношении  
ряда штаммов бактерий.  

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись синтезиро-
ванные по известной методике [6,7] соединения 
1-5 общей формулы

N
H

X O

O

R2

R1

где (1): X  = O;  R1 = H; R2 =F; (2): X  = NH;  R1 = 
H; R2 = F; (3): X  = O;  R1 = H; R2 = CH3; (4): X  = O;  

R1 = Cl; R2 = CH3; (5): X  = O; R1 = H; R2 = H

Спектральные характеристики синтезирован-
ных соединений соответствуют данным, описан-
ным в литературе. Значения clogP рассчитаны с 
использованием ChemBioDraw Ultra 11.0.1 (Cam-
bridgeSoft) и попадают в интервал clogP  3.2 – 5.5. 
Стоковые растворы исследуемых веществ были 
приготовлены в ДМСО в концентрации 1mM. 

В качестве модельных биологических объектов 
исследования использовались лабораторные штам-
мы актинобактерий Rhodococcus ruber Б5ор, С3кр, 
Gordona sp. X19, Rhodococcus erythropolis Н2акн. 
Культуры выращивали в условиях периодического 
культивирования в колбах Эрленмейера на шейке-
ре (120 об/мин), при температуре 30°С в течение 7 
суток [8]. Для оценки ингибирующего действия ис-
следуемых веществ в отношении бактерий исполь-
зовали культуры, выращенные в колбах на жидкой 
питательной среде Luria-Bertani (LB) [9].

В каждую лунку 96-луночного планшета вно-
сили по 180 мкл клеточной суспензии (с солюби-
лизатором или без него) одного из исследуемых 
штаммов (Rhodococcus ruber Б5ор, С3кр, Gordona 
sp. X19, Rhodococcus erythropolis Н2акн), стандар-
тизованной до рабочей концентрации 105 клеток/
мл [10]. В рядах планшета последовательно гото-
вили серийные двукратные разведения тестируе-
мых веществ в диапазоне концентраций от 3,125 
µМ до 100 µМ (по 20 мкл в каждую лунку). В от-
дельных лунках готовили контроли роста и сте-
рильности среды.

Минимальные ингибирующие концентрации 
(MИК) оценивали по разнице двух параметров: 
оптическая плотность спустя 10 минут после за-
сева и через 7 суток инкубирования относительно 
контрольных образцов с естественным приро-
стом микробиологической культуры на планшет-
ном спектрофотометре Tecan Infinite M200 (Tecan, 
Швейцария).

Для решения проблемы низкой растворимо-
сти исследуемых веществ использовали солю-
билизатор на стадии проведения эксперимента 
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по ингибированию роста бактерий. Выбор со-
любилизатора сделан на основании результатов 
экспериментов по растворению замещенного 
1,4-бензоксазин-2-она (1) в буферном растворе в 
присутствии одной из следующих добавок: гли-
церина в концентрациях 2 и 8% от общего объ-
ема, Твина-80 в концентрации 0,05% и Твина-85 в 
концентрации 0,05%. Были приготовлены пробы 
соединения 1 с тремя разными концентрациями: 
10 µM, 50 µM и 100 µM. В пробирку с буферным 
раствором и солюбилизатором добавляли стоко-
вый раствор исследуемого вещества, затем взбал-
тывали на шейкере. Полученный раствор центри-
фугировали, жидкую фазу переносили в чистую 
пробирку, в первую добавляли 1 мл ацетона. Для 
контроля растворения использовали в качестве 
индикатора ярко-желтую окраску исследуемого 
вещества: по окрашиванию ацетонового раствора 
в желтый цвет делали вывод о том, что часть ве-
щества не растворились. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ И 
ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Добавление стоковых растворов труднора-
створимых веществ в лунки с буферным раство-
ром или в пробирку сопровождается выпадением 
соединений из раствора в виде мелкокристалли-
ческого осадка или образованием пленки на стен-
ках сосуда. Использование в качестве солюби-
лизатора неионогенных поверхностно-активных 
веществ Твина-80 или Твина-85 помогает раство-
рению исследуемых веществ. 

Исходя из полученных результатов, Твин-80 
выбран в качестве добавки  в питательную среду 
в количестве 0,05% от общего объема для того, 
чтобы избежать возможного выпадения в осадок 
исследуемых веществ на этапе добавления их сто-
ковых растворов в лунки с бактериальной культу-
рой. Глицерин также повышает растворимость 
1,4-бензоксазин-2-она в сравнении с эксперимен-
том без добавки, однако добавление глицерина не 
помогло достичь равномерного распределения ве-
щества в среде.

Следует отметить, что Твин-80, по литератур-
ным данным, способен потенцировать противоми-
кробное действие некоторых антибиотиков в от-
ношении различных штаммов Helicobacter pylori 
за счет изменения структуры бактериальной стен-
ки [11], однако сам по себе Твин-80 в использу-
емой концентрации не оказывает существенного 
влияния на рост микроорганизмов [11,12]. В лите-
ратуре имеются данные об использовании Твин-

80 и глицерина как субстратов для микробного 
синтеза: в качестве источника углерода глицерин 
добавляют в питательную среду в концентрации 
1,0 % (по объему), Твин 80 - 1 мл/л [9,13].  Исходя 
из этого, предполагается, что глицерин и Твин-80 
не оказывают ингибирующего действия на рост 
микроорганизмов.

В эксперименте с использованием питатель-
ной среды без добавления солюбилизатора по 
истечении 7 суток подавления роста микроорга-
низмов под влиянием исследуемых соединений 
не наблюдалось. Ввиду низкой растворимости 
исследуемых веществ, было сделано предположе-
ние о том, что они удаляются из раствора вслед-
ствие выпадения  в осадок на этапе добавления 
стоковых растворов в лунки со средой, что было 
подтверждено в модельном эксперименте. 

В эксперименте с добавлением Твин-80 в пи-
тательную среду LB была определена  минималь-
ная ингибирующая концентрация (MИК) равная 
100µМ для 1,4-бензоксазин-2-онов  1, 3, 4 и 5, в 
отношении Rhodococcus erythropolis Н2акн, со-
единений 1  и 4  в отношении Gordona sp. X19, 
и хиноксалин-2-она 2 в отношении Rhodococcus 
ruber Б5ор, равная также 100µМ. 

ВЫВОДЫ
Сравнение результатов двух экспериментов - с 

использованием питательной среды стандартно-
го состава и среды с добавлением поверхностно 
активного вещества Твин-80 - показывает, что 
присутствие солюбилизатора позволяет выявить  
антибактериальное  действие исследуемых ве-
ществ, предположительно, за счёт повышения 
их растворимости в питательной среде, а также 
за счет увеличения биодоступности, связанным с 
изменением структуры клеточной стенки микро-
организмов под влиянием Твина-80. Сам Твин-80 
в эксперименте не ингибировал рост бактерий ис-
пользуемых штаммов, что было подтверждено в 
контрольном опыте. 
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