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Перегруппировкой Димрота 1,2,3-тиадиазолилгидразонов циклопентанона и циклогексанона в присутствии триэтиламина были 

получены 3-циклопентилиден(циклогексилиден)амино-3H-1,2,3-триазол-4-тиолаты, которые in situ при взаимодействии с 

α-бромацетофенонами привели к спиросочлененным 6,7-дигидро-5H-[1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазинам. Исследовано 

влияние полученных соединений на жизнеспособность и пролиферативную активность четырех линий клеточных культур. 

Выявлена избирательная пролиферирующая активность. 

Ключевые слова: спироциклические соединения, 1,3,4-тиадиазины, 1,2,3-триазолы, дермальные фибробласты, МТТ-тест, 

перевиваемые клеточные линии, перегруппировка Димрота, пролиферация, цитотоксичность. 
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1a, 2a, 4a–c n = 1; 1b, 2b, 4d–f n = 2;
3a, 4a,d Ar = 4-MeC6H4; 3b, 4b,e Ar = 4-MeOC6H4; 3c, 4c,f  Ar = 4-EtOC6H4

1a,b

3a–c

4a–f

ArCOCH2Br

EtOH Et3N, EtOH, , 18 h

Исходные 1,2,3-тиадиазолилгидразоны циклических 
кетонов (циклопентанона и циклогексанона) 1a,b были 
получены по описанной ранее методике12 синтеза 
1,2,3-тиадиазолилгидразонов ацетофенонов и бенз-
альдегидов. В присутствии триэтиламина 1,2,3-тиа-
диазолилгидразоны претерпевают перегруппировку 
Димрота5,7,13 с образованием 3-циклопентилиден(цикло-
гексилиден)амино-3H-1,2,3-триазол-4-тиолатов 2а,b, 
которые, в свою очередь, при взаимодействии с α-бром-
ацетофенонами 3а–с дают [1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]-
тиадиазины 4a–f (cхема 1). 

Следует отметить, что в литературе описано 
несколько примеров синтеза спиропроизводных кон-
денсированных 1,3,4-тиадиазинов, таких как 6,7-ди-
гидро-5H-[1,2,4]триазоло[3,4-b][1,3,4]тиадиазины14–16 и 

У некоторых производных 1,3,4-тиадиазинов вы-
явлены различные виды биологической активности: 
цитотоксическая,1,2 противомикробная,1 болеутоляющая,2 
противовоспалительная.2,3 Трансформация производных 
5-гидразино-1,2,3-тиадиазолов является удобным спосо-
бом синтеза [1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазинов,4–7 
биологическая активность которых до сих пор не изучена. 
В то же время известно, что структурно родственные им 
[1,2,4]триазоло[3,4-b][1,3,4]тиадиазины8 проявляют in 
vitro цитотоксическую активность в отношении различ-
ных линий опухолевых клеток.9–11 В данной работе мы 
предлагаем метод получения спиросочлененных про-
изводных 6,7-дигидро-5H-[1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]тиа-
диазина, а также приводим результаты исследования их 
влияния на рост клеточных культур. 

Схема 1 
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3,4-дигидро-2H-имидазо[2,1-b][1,3,4]тиадиазины,15,16 

однако данных об их биологической активности не 
обнаружено. 

Нами было изучено влияние полученных [1,2,3]-
триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазинов 4a–f на жизнеспо-
собность и пролиферативную активность трансформи-
рованных фибробластов К-22, эмбриональных клеток 
почки человека НЕK-293, опухолевых клеток рабдо-
миосаркомы RD и нормальных фибробластов человека 
(ФЧ). В зависимости от типа клеток, исследуемые 
вещества проявляли цитотоксическую активность или 
стимулировали пролиферацию клеток (табл.1). 

В отношении трансформированных фибробластов 
К-22 все соединения проявляют слабую цитотоксиче-
скую активность. Соединения 4a,b,e показали наиболь-
шую цитотоксичность, сравнимую с цитостатическим 
эффектом доксорубицина (IC50 доксорубицина для 
клеточной линии MCF-7 составляет 0.1 мкM).17 Эти 
производные 1,3,4-тиадиазинов могут стать основой 
для синтеза фармакологических препаратов, снижаю-
щих скорость пролиферации опухолевых клеток. На 
остальные типы клеток [1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]-
тиадиазины оказывают избирательное воздействие. 
Соединения 4a,b стимулируют рост эмбриональных 
клеток почки человека НЕК-293 и опухолевых клеток 
рабдомиосаркомы RD, однако подавляют рост нор-
мальных фибробластов человека. Соединение 4d про-
являет цитотоксический эффект по отношению ко всем 
типам клеток, кроме опухолевой культуры RD. Соеди-
нения 4c,e,f обладают стимулирующей активностью по 
отношению к нормальным фибробластам, но при этом 
оказывают цитотоксическое воздействие на опухоле-
вые и трансформированные линии клеток. 

Выявленный благоприятный пролиферативный ответ 
культуры фибробластов человека на воздействие 
исследованных соединений позволяет рассматривать 
их в качестве основы для направленного синтеза соеди-
нений, повышающих скорость восстановительных про-
цессов. Стимулирующие пролиферацию дермальных 
фибробластов соединения могут найти применение в 
медицинской практике в качестве фармакологических 
препаратов для ускорения репаративной регенерации 
тканей и заживления ран, так как способность фибро-
бластов участвовать в восстановительных процессах 
регенерации определяется уровнем их пролифера-
тивной активности. Возможно также использование 
данных соединений для оптимизации условий культи-
вирования различных клеточных линий и восстанов-
ления функций клеточных культур после криокон-

сервирования. Используемый для этих целей препарат 
актовегин повышает показатель пролиферации фибро-
бластов человека только на 30%.18 Другой широко 
применяемый для ускорения регенерации поврежденных 
клеток и тканей препарат солкосерил не стимулирует 
пролиферативную активность клеток в культуре.19 

Таким образом, исследованные спиропроизводные 
[1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазина проявляют изби-
рательную биологическую активность. В зависимости 
от типа клеточной культуры, эти соединения оказы-
вают цитотоксическое действие или стимулируют 
пролиферативную активность клеток. Особый интерес 
вызывают соединения, которые стимулируют рост 
нормальных клеток, оказывая при этом ингибирующее 
действие на опухолевые и трансформированные линии. 
Для определения закономерностей биологического действия 
спиропроизводных [1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазина 
необходимо дальнейшее исследование их протективного и 
супрессорного действия на пролиферацию и дифференци-
ровование нормальных и опухолевых клеток. 

Экспериментальная часть 

ИК спектры записаны на спектрофотометре Bruker 
Alpha (НПВО, ZnSe). Спектры ЯМР 1Н и 13С зарегис-
трированы на спектрометре Вruker Avance II (400.13 и 
100.61 МГц соответственно) в ДМСO-d6, внутренний 
стандарт ТМС, в лаборатории комплексных исследо-
ваний и экспертной оценки органических материалов 
ЦКП УрФУ. Масс-спектры зарегистрированы на газо-
вом хромато-масс-спектрометре GCMS QP-2010 Plus 
(ионизация ЭУ, 70 эВ). Элементный анализ выполнен 
на CHNS-анализаторе РЕ 2400 Series II. Температуры 
плавления определены на приборе Stuart SMP3. Конт-
роль за ходом реакций и чистотой синтезированных 
соединений проведен методом ТСХ на пластинах 
Silufol UV-254 в системе этилацетат–гексан, 1:1 (прояв-
ление в УФ свете). 

Для исследования биологической активности были 
использованы перевиваемые линии трансформирован-
ных фибробластов крысы К-22, рабдомиосаркомы 
человека RD, эмбриональные клетки почки человека 
HEK-293, полученные из Российской коллекции клеточ-
ных культур Института цитологии РАН (Санкт-Петер-
бург), а также первичная культура дермальных фиброблас-
тов человека, выделенных из биоптата кожи в Институте 
медицинских клеточных технологий (Екатеринбург). 

1,2,3-Тиадиазол-4-илгидразоны циклических кетонов 
1a,b получены аналогично 1,2,3-тиадиазол-4-илгид-
разонам ациклических кетонов.12 

Chem. Heterocycl. Compd. 2015, 51(6), 589–592 [Химия гетероцикл. соединений 2015, 51(6), 589–592] 

IC50, мкM  Пролиферативная активность, %  Соеди- 
нение К-22 HEK-293 RD ФЧ К-22 HEK-293 RD ФЧ 

4a  0.60 ± 0,04 – – 0.050 ± 0,004 – 53.6 ± 1,8 491 ± 30 – 

4b  0.80 ± 0,02 – – 0.70 ± 0,02 – 34.2 ± 1.7 463 ± 33 – 

4c ˃104 – ˃104 – – – – 316 ± 25 

4d ˃104 90.0 ± 7.4 – ˃104 – – 403 ± 31 – 

4e 0.030 ± 0.001 – ˃104 – – – – 308 ± 28 

4f ˃104 – ˃104 – – – – 223 ± 19 

Таблица 1. Влияние синтезированных соединений 4a–f на жизнеспособность и пролиферативную активность клеточных культур 
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Этиловый эфир 5-(2-циклопентилиденгидразино)-
1,2,3-тиадиазол-4-карбоновой кислоты (1а). Выход 
68%, порошок светло-желтого цвета, т. пл. 82–83 °С. 
Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.42 (3H, т, J = 7.1, 
CH3); 1.84–1.77 (2H, м) и 1.94–1.87 (2H, м, 2CH2); 2.42–
2.53 (4H, м, 2CH2); 4.41 (2H, к, J = 7.1, CH2); 9.93 (1H, с, 
NH). Cпектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.2 (CH3); 24.3 (CH2); 
24.4 (CH2); 28.1 (CH2); 32.9 (CH2); 60.9 (CH2); 130.1; 161.5; 
167.5; 170.5. Найдено, %: С 46.95; H 5.64; N 22.15. 
С10H14N4O2S. Вычислено, %: С 47.23; H 5.55; N 22.03. 

Этиловый эфир 5-(2-циклогексилиденгидразино)-
1,2,3-тиадиазол-4-карбоновой кислоты (1b). Выход 
62%, порошок желтого цвета, т. пл. 98–99 °С. Спектр 
ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.41 (3H, т, J = 7.1, CH3); 1.74–
1.63 (6H, м, 3CH2); 2.31–2.36 (2H, м) и 2.39–2.43 (2H, м, 
2CH2); 4.40 (2H, к, J = 7.1, CH2); 10.34 (1H, с, NH). Спектр 
ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.2 (CH3); 24.7 (CH2); 25.4 (CH2); 26.5 
(CH2); 27.4 (CH2); 34.5 (CH2); 60.9 (CH2); 130.1; 161.8; 
164.0; 168.1. Найдено, %: С 49.02; H 6.12; N 20.73. 
С11H16N4O2S. Вычислено, %: С 49.24; H 6.01; N 20.88. 

Получение [1,2,3]триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазинов 
4a–f (общая методика). К суспензии 1.00 ммоль 1,2,3-
тиадиазолилгидразона 1a,b в абсолютном спирте 
(15 мл) добавляют 0.25 мл триэтиламина (1.80 ммоль). 
Смесь нагревают в колбе с обратным холодильником в 
течение 1 ч до полного растворения. Затем добавляют 
1.00 ммоль соответствующего α-бромацетофенона 3a–c, 
реакцию проводят при интенсивном перемешивании и 
кипячении в течение 18 ч. Растворитель отгоняют при 
пониженном давлении. Остаток перекристаллизо-
вывают из этанола. 

Этиловый эфир 5-(4-метилбензоил)спиро[[1,2,3]-

триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазин-6,1'-циклопентан]-
3-карбоновой кислоты (4a). Выход 312 мг (81%), 
порошок светло-сиреневого цвета, т. пл. 195–196 °С. 
ИК спектр, ν, см–1: 1203, 1604, 1667, 1722 (C=O), 2991, 
3262. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.34 (3H, т, J = 7.1, 
CH3); 1.38–1.49 (1H, м), 1.64–1.80 (6H, м) и 1.90–1.93 (1H, 
м, 4CH2); 2.45 (3H, с, CH3); 4.26–4.32 (2Н, м, CH2); 5.17 
(1H, с, CH); 7.20 (1H, с, NH); 7.35 (2H, д, J = 8.1, H Ar); 
7.99 (2H, д, J = 8.1, H Ar). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.6 
(CH3); 21.7 (CH3); 23.9 (CH2); 25.1 (CH2); 36.2 (CH2); 
36.9 (CH2); 41.0 (CH); 61.1 (Cspiro); 65.2 (CH2); 127.3; 
129.1 (CH Ar); 129.5 (СH Ar); 130.1; 133.7; 145.7; 160.6 
(C=O); 196.9 (C=O). Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 386 [M]+ 
(2), 314 (13), 119 (100), 91 (39), 82 (29), 65 (11). 
Найдено, %: С 59.11; Н 5.68; N 14.23. С19H22N4O3S. 
Вычислено, %: С 59.05; Н 5.80; N 14.51. 

Этиловый эфир 5-(4-метоксибензоил)спиро[[1,2,3]-
триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазин-6,1'-циклопентан]-
3-карбоновой кислоты (4b). Выход 350 мг (87%), 
светло-сиреневый порошок, т. пл. 192–193 °С. ИК спектр, 
ν, см–1: 1202, 1263, 1513, 1602, 1658, 1725 (С=О), 2984, 
3250. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.35 (3H, т, J = 7.1, 
CH3); 1.40–1.46 (1Н, м), 1.67–1.83 (6H, м) и 1.90–1.95 (1Н, 
м, 4CH2); 3.90 (3H, с, OCH3); 4.26–4.32 (2Н, м, CH2); 
5.13 (1H, с, CH); 7.04 (2H, д, J = 8.8, H Ar); 7.14 (1H, с, 
NH); 8.08 (2H, д, J = 8.8, H Ar). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 
14.2 (CH3); 23.5 (CH2); 24.7 (CH2); 35.8 (CH2); 36.3 
(CH2); 40.2 (CH); 55.8 (OCH3); 60.6 (Cspiro); 64.8 (CH2); 
114.4 (CH Ar); 127.4; 128.5; 131.5 (CH Ar); 132.0; 160.1 

(C=O); 164.2; 195.2 (C=O). Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 
402 [M]+ (5), 330 (18), 135 (100), 107 (9), 82 (15). Найдено, 
%: С 56.50; Н 5.29; N 13.76. C19H22N4O4S. Вычислено, %: 
С 56.70; Н 5.51; N 13.92. 

Этиловый эфир 5-(4-этоксибензоил)спиро[[1,2,3]-
триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазин-6,1'-циклопентан]-
3-карбоновой кислоты (4c). Выход 342 мг (82%), 
светло-фиолетовый порошок, т. пл. 177–178 °С. 
ИК спектр, ν, см–1: 1204, 1255, 1510, 1600, 1664, 1718, 
2980, 3257. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.35 (3H, т, 
J = 7.1, CH3); 1.42 (3H, т, J = 7.0, CH3); 1.41–1.45 (1H, м) и 
1.65–1.94 (7H, м, 4CH2); 4.15 (2H, к, J = 7.0, CH2); 4.26–
4.32 (2Н, м, CH2); 5.13 (1H, с, CH); 7.01 (2H, д, J = 9.0, 
H Ar); 7.15 (1H, с, NH); 8.06 (2H, д, J = 9.0, H Ar). Спектр 
ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.2 (CH3); 14.4 (CH3); 23.5 (CH2); 
24.7 (CH2); 35.8 (CH2); 36.3 (CH2); 40.1 (CH); 60.6 
(Cspiro); 63.8 (CH2); 64.8 (CH2); 114.7 (CH Ar); 127.4; 
128.3; 131.5 (CH Ar); 132.0; 160.1 (C=O); 163.5; 195.2 
(C=O). Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 416 [M]+ (7), 344 (24), 
231 (16), 149 (100), 121 (40), 82 (22). Найдено,%: 
С 57.72; Н 6.10; N 13.06. C20H24N4O4S. Вычислено, %: 
С 57.68; Н 5.81; N 13.45. 

Этиловый эфир 5-(4-метилбензоил)спиро[[1,2,3]-
триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазин-6,1'-циклогексан]-
3-карбоновой кислоты (4d). Выход 297 мг (74%), 
порошок розового цвета, т. пл. 181–183 °С. ИК спектр, 
ν, см–1: 1201, 1227, 1515, 1604, 1661, 1699, 1723, 2986, 
3256. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.21–1.29 (1Н, м, 
СН); 1.35 (3H, т, J = 7.1, CH3); 1.43–1.75 (9H, м, СH, 
4CH2); 2.45 (3H, c, CH3); 4.29 (2H, к, J = 7.1, CH2); 5.06 
(1H, с, CH); 7.12 (1H, с, NH); 7.35 (2H, д, J = 8.0, H Ar); 
8.02 (2H, д, J = 8.0, H Ar). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.1 
(CH3); 20.2 (CH2); 20.4 (CH2); 21.2 (CH3); 24.7 (CH2); 
31.6 (CH2); 32.7 (CH2); 40.9 (CH); 55.7 (CH2); 60.6 
(Cspiro); 127.1; 128.9 (CH Ar); 129.6 (CH Ar); 132.0; 133.7; 
145.1; 160.1 (C=O); 196.9 (C=O). Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 
400 [M]+ (4), 328 (17), 119 (100), 96 (45), 91 (32). 
Найдено, %: С 59.77; Н 5.88; N 13.84. С20H24N4O3S. 
Вычислено, %: С 59.98; Н 6.04; N 13.99. 

Этиловый эфир 5-(4-метоксибензоил)спиро[[1,2,3]-

триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазин-6,1'-циклогексан]-
3-карбоновой кислоты (4e). Выход 305 мг (73%), бес-
цветный порошок, т. пл. 193–194 °С. ИК спектр, ν, см–1: 
1200, 1232, 1572, 1598, 1654, 1720, 2970, 3263. Спектр 
ЯМР 1Н, δ, м. д. (J, Гц): 1.28–1.31 (1Н, м, СН); 1.36 (3H, 
т, J = 7.1, CH3); 1.45–1.77 (9H, м, CH, 4CH2); 3.91 (3H, с, 
ОCH3); 4.30 (2H, к, J = 7.1, CH2); 5.05 (1H, с, CH); 7.03 
(1H, с, NH); 7.06 (2H, д, J = 8.9, H Ar); 8.11 (2H, д, 
J = 8.9, H Ar). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.1 (CH3); 20.2 
(CH2); 20.4 (CH2); 24.7 (CH2); 31.6 (CH2); 32.7 (CH2); 
40.7 (CH); 55.7 (OCH3); 55.7 (Cspiro); 60.5 (CH2); 114.3 
(CH Ar); 127.3; 129.1; 131.3 (CH Ar); 132.0; 160.0 
(C=O); 164.1; 195.7 (C=O). Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 
416 [M]+ (1), 344 (10), 135 (100), 96 (34), 77 (11). 
Найдено, %: С 57.56; H 5.70; N 13.24. С20H24N4O4S. 
Вычислено, %: С 57.68; H 5.81; N 13.45. 

Этиловый эфир 5-(4-этоксибензоил)спиро[[1,2,3]-
триазоло[5,1-b][1,3,4]тиадиазин-6,1'-циклогексан]-
3-карбоновой кислоты (4f). Выход 310 мг (72%), бес-
цветный порошок, т. пл. 189–191 °С. ИК спектр, ν, см–1: 
1201, 1232, 1599, 1651, 1720, 2982, 3247. Спектр ЯМР 1Н, 
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δ, м. д. (J, Гц): 1.23–1.80 (10Н, м, 5СН2); 1.36 (3H, т, 
J = 7.1, CH3); 1.43 (3H, т, J = 7.0, CH3); 4.16 (2H, к, 
J = 7.1, CH2); 4.30 (2H, к, J = 7.0, СH2); 5.05 (1H, с, CH); 
7.03 (2H, д, J = 8.9, H Ar); 7.06 (1H, с, NH); 8.09 (2H, д, 
J = 8.9, H Ar). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 14.1 (CH3); 14.4 
(CH3); 20.2 (CH2); 20.4 (CH2); 24.7 (CH2); 31.6 (CH2); 
32.6 (CH2); 40.6 (CH); 55.7 (CH2); 60.5 (Cspiro); 63.8 
(CH2); 114.6 (CH Ar); 127.3; 128.9; 131.3 (CH Ar); 132.0; 
160.0 (C=O); 163.4; 195.6 (C=O). Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 
430 [M]+ (3), 358 (10), 149 (100), 121 (50), 96 (47). 
Найдено, %: С 58.45; H 6.21; N 13.12. С21H26N4O4S. 
Вычислено, %: С 58.59; H 6.09; N 13.01. 

Биологическое исследование. Клетки рассевают в 
96-луночные планшеты в посевной дозе 2 × 105 кл/мл и 
культивируют в течение 24 ч в среде Игла DМЕМ с 1% 
глутамина в присутствии 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки и гентамицина (50 мг/л) при 37 °С в 
увлажненной атмосфере 5% СО2, после чего меняют 
среду и в лунки добавляют предварительно растворен-
ные в ДМСО исследуемые соединения в десятикрат-
ных разведениях от 10–7 до 10–2 М. Оценку жизне-
способности клеток проводят с помощью стандартного 
МТТ-теста.20,21 Культуры клеток с веществами инкуби-
руют при 37 °С. Через 24 ч среду удаляют, в лунки 
вносят 200 мкл ростовой среды без сыворотки, добав-
ляют 20 мкл готового раствора МТТ (бромид 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия, исход-
ная концентрация 5 мг/мл в фосфатном буфере), инку-
бируют 4 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2. Выпавшие 
кристаллы формазана растворяют в 100 мкл диметил-
сульфоксида (ДМСО) в течение 20 мин при 37 °С. Опти-
ческое поглощение окрашенных растворов ДМСО изме-
ряют на планшетном сканере VICTOR X3 (Perkin Elmer, 
США) при длине волны 490 нм. Опыты проводят в 
3-кратных повторностях, с отрицательным (среда), поло-
жительными (3% раствор фенола, доксорубицин в концен-
трации 2 мкг/мл) контролями и контролем растворителя 
(1% раствор ДМСО). Оценку результатов МТТ-теста 
проводят сопоставлением оптической плотности в опыт-
ных и контрольных лунках. Для проведения стати-
стического анализа используют программы Microsoft 
Excel и Statistika 2009. Рассчитывают параметры среднего 
арифметического значения и стандартной ошибки. За 
достоверные принимают различия средних значений по 
U-критерию Манна–Уитни22,23 при р < 0.05. 

 

Файл сопроводительной информации, содержащий 
спектры ЯМР 1H и 13С синтезированных соединений, 
доступен на сайте http://hgs.osi.lv. 

 

Результаты получены в рамках выполнения государ-
ственного задания Минобрнауки России № 4.560.2014-К и 
при поддержке Российского фонда фундаментальных 
исследований (грант 13-03-00137). 
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