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Клещевой энцефалит (КЭ) – природно-очаговая 
вирусная нейроинфекция, широко распространенная в 
Евразии и передающаяся в основном через укусы 
иксодовых клещей. Его возбудителем является вирус 
клещевого энцефалита, являющийся РНК-вирусом и 
принадлежащий к семейству флавивирусов. На сегод-
няшний день заболевание является эндемичным в 
27 странах Европы и 4 странах Азии.1 Так, в Россий-
ской Федерации за десятилетний период с 2007 по 2016 г. 
зафиксировано более 27 тысяч случаев КЭ, и, несмотря 
на общее снижение динамики, эпидемиологическая 
ситуация остается достаточно напряженной.2 

Для постконтактной профилактики и лечения КЭ 
применяют в первую очередь специфические иммуно-
глобулины, однако существуют данные о риске разви-
тия тяжелых побочных иммунопатологических явлений, в 
связи с чем, целесообразность применения этих иммуно-
глобулинов ставится под сомнение. В то же время на 
сегодняшний день не существует общепризнанных схем 
лечения клещевого энцефалита низкомолекулярными 
противовирусными препаратами, что обусловливает 
актуальность поиска новых этиотропных препаратов.1 

К другим природно-очаговым инфекциям относятся 
также венесуэльский энцефаломиелит лошадей (ВЭЛ) 
и восточный энцефаломиелит лошадей (ВсЭЛ), распро-
страненные в Северной и Южной Америке. Вирус ВЭЛ 
вызывает периодические эпидемические вспышки в 
эндемичных регионах, летальность для человека при 
этом составляет 0.7%; летальность для лошадей состав-
ляет до 50%, что негативно сказывается на сельском 
хозяйстве.3,4 Заболеваемость ВсЭЛ является невысокой, 
однако летальность при этом варьируется от 36 до 75%, 
что является важной медицинской проблемой.5 

Триазавирин (риамиловир, 7-метилсульфанил-3-нитро-
4-оксо-4Н-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид натрия) – 
противовирусный препарат широкого спектра дей-
ствия, который применяется в клинической практике 
как противогриппозный препарат.6 Была показана 
эффективность Триазавирина как на животных моде-
лях,7,8 так и в клинических исследованиях.9 Приме-
нение Триазавирина у больных с лихорадочными 
формами клещевого энцефалита позволяет сократить 
лихорадочный период, купирует такие симптомы, как 
головная боль, гиперестезия и светобоязнь. 
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сульфанил-4-оксо-3-циано-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ид натрия исследован на противовирусную активность в 

отношении вирусов клещевого энцефалита, венесуэльского энцефаломиелита лошадей и восточного энцефаломиелита лошадей 

на модели клеток почки эмбриона свиньи и на мышиной модели по протоколу экстренной профилактики и лечебному 

протоколу, а также исследована его общая токсичность. 
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Нами были получены аналоги препарата Триаза-
вирин – 1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триазины и пиразоло-
[5,1-c][1,2,4]триазины, содержащие нитрильную группу 
вместо нитрогруппы в положении 3 триазинового 
цикла. Ранее была описана натриевая соль 3-циано-
1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триазина, незамещенная по 
триазольному циклу, а также производные пиразоло-
триазинов, обладающие противодиабетической актив-
ностью.10–12 

Нитрильная группа является фармакофорной: в 
одних случаях она отвечает за специфические взаимо-
действия с ферментами, в других – оказывает поло-
жительное влияние на фармакокинетические свойства 
препарата. Производные нитрилов найдены во многих 
классах лекарственных препаратов, таких как инги-
биторы дипептидилпептидазы-4, препараты против 
ВИЧ, противоопухолевые препараты и др.13 

В основе синтеза солей 1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]-
триазиния лежит хорошо известный метод получения 
азолотриазинов, состоящий из диазотирования амино-
азолов 1a–g, азосочетания с СН-активными синтонами 
и дальнейшей циклизации полученных азолил-
гидразонов (схема 1). Для введения цианогруппы был 
использован этилцианацетат, азосочетание при этом 
проводилось в водном растворе NaOAc. Полученные 
гидразоны 2a–g далее циклизовали в пиридине при 
нагревании до 80°С. Также подобный метод был 
описан ранее, циклизация при этом проводилась при 
кипячении в пиридине.11,14,15 Уменьшение температуры 
реакции не снижает выход, однако позволяет умень-
шить количество примесей в конечном продукте. 

лено, что все соединения представляют собой крис-
таллогидраты, большинство из них – тригидраты. 
Структура соединения 4b была также подтверждена с 
помощью рентгеноструктурного анализа (рис. 1). 

Была исследована биологическая активность соеди-
нения 4b в отношении вирусов КЭ, ВЭЛ и ВсЭЛ 
in vitro и in vivo.16–18 Выбор данного соединения был 
осуществлен по результатам предварительных пилот-
ных исследований в острых опытах заражения на 
модели КЭ с каждым из полученных соединений 
данной серии. 

Оценку эффективности соединения 4b в отношении 
вирусов КЭ (штамм Абсеттаров), ВЭЛ (штамм 
Венесуэлла 230) и ВсЭЛ (штамм 463) проводили в 
культуре клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ) по 
уровню подавления репродукции исследуемых возбу-
дителей в присутствии соединения 4b. Уровень 
накопления вируса в культуре клеток оценивали титро-
ванием методом формирования негативных колоний.  

Из данных, представленных в табл. 1, видно, что 
соединениe 4b эффективно (в 100 раз) подавляет 
репродукцию вируса ВсЭЛ в высоких концентрациях 
(50 и 100 мкг/мл). При этом соединениe 4b в дозе 

Схема 1 

В результате циклизации гидразонов 2a–g обра-
зуются пиридиниевые соли азолотриазинов 3a–g. Нами 
был разработан удобный одностадийный метод 
перевода пиридиниевых солей в натриевые без стадии 
образования NH-кислоты, заключающийся в суспенди-
ровании соли пиридина в EtOH и дoбавлении NaOH, 
предварительно растворенного в EtOH. Целевые 
натриевые соли 4a–g при этом выпадают в осадок и 
могут быть выделены фильтрацией. 

Полученные соединения охарактеризованы с помощью 
спектроскопии ЯМР и элементного анализа. Установ-

Рисунок 1. Молекулярная структура соединения 4b, в пред-

ставлении атомов эллипсоидами тепловых колебаний с 50% 

вероятностью. 

Концен- 
трация, 

мкг/мл 

Вирус КЭ Вирус ВЭЛ Вирус ВсЭЛ 

Титр 
вируса, 

lgБОЕ*/мл 

Сниже- 

ние 

титра, 
Δlg 

Титр 
вируса, 

lgБОЕ*/мл 

Сниже- 

ние 

титра, 
Δlg 

Титр 
вируса, 

lgБОЕ*/мл 

Сниже- 

ние 

титра, 
Δlg 

0 7.2 нет 7.2 нет 7.2 нет 

1 6.3 0.9 6.6 0.6 6.1 1.1 

5 5.8 1.4 6.3 0.9 5.8 1.4 

10 5.6 1.6 6.1 1.1 5.7 1.5 

20 5.5 1.7 6.1 1.1 5.5 1.7 

50 – – 6.0 1.2 5.3 1.9 

100 – – 5.3 1.9 4.6 2.6 

Таблица 1. Эффективность соединения 4b 

в отношении вирусов КЭ, ВЭЛ и ВсЭЛ in vitro  

* БОЕ – количествo бляшкообразующих единиц. 
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100 мкг/мл вызывает частичную деструкцию монослоя. 
В концентрации 1–20 мкг/мл соединениe 4b снижает 
уровень накопления вируса ВсЭЛ в 10–50 раз. 
Подавление размножения вируса ВЭЛ под влиянием 
соединения 4b в концентрации 100 мкг/мл составилo 
1.9 lgБОЕ. В диапазоне концентраций 1–20 мкг/мл 
соединения 4b снижает уровень накопления вируса в  
10–15 раз. Соединениe 4b в диапазоне концентраций  
1–20 мкг/мл ингибирует репродукцию вируса КЭ в  
8–50 раз. 

Вирус КЭ патогенен для новорожденных и взрослых 
(в возрасте 3–4 недель) белых мышей. Наиболее эффек-
тивный путь заражения – в мозг. Инфекция протекает 
остро с летальным исходом и поражением центральной 
нервной системы. Заболевание сопровождается вирусе-
мией и диссеминацией вируса во внутренние органы. В 
ранее проведенных исследованиях показано, что вирус 
КЭ высокопатогенен для мышей массой 8–10 г не 
только при интрацеребральном, но и подкожном инфи-
цировании. У зараженных подкожно мышей инфекция 
протекает остро с летальным исходом и высоким 
уровнем накопления вируса в тканях головного мозга. 
В связи с вышеперечисленным наиболее приемлемой 
лабораторной моделью для изучения эффективности 
соединения 4b в отношении КЭ являются белые мыши 
массой 8–10 г, инфицированные подкожно вирусом 
КЭ, штамм Абсеттаров. Данные, полученные в резуль-
тате проведенных исследований, представлены в табл. 2.  

По табл. 2 видно, что соединениe 4b в дозе 100 мг/кг 
перорально обладает умеренной эффективностью при 
применении по протоколу экстренной профилактики. 
Защитный эффект составляет 40%. Умеренно эффек-
тивным исследуемое соединение оказалось и при 
испытании в качестве средства лечения. Защита от 
гибели инфицированных животных составила 35%. 
Средняя продолжительность жизни (СПЖ) инфициро-
ванных животных в контрольной группе составила 
8.5 сут. При введении соединения 4b по протоколу 
экстренной профилактики показатель СПЖ в опытной 
группе животных значительно изменился, по сравне-
нию с контрольной, и составил 13.1 сут. В группе 
животных, которым соединениe 4b вводили по лечеб-
ному протоколу, этот показатель увеличился на 4.8 сут. 
То есть, можно констатировать, что протокол приме-
нения соединения 4b в плане экстренной профилактики 
или лечения КЭ не имеет существенных различий. 

Специфическую гибель животных подтверждали 
выделением вируса из тканей головного мозга погиб-

ших мышей по цитопатическому действию (ЦПД) в 
культуре клеток СПЭВ. Оценивали уровень накопле-
ния вируса КЭ в головном мозге погибших животных. 
Результаты титрования 10% суспензии головного мозга 
мышей показали, что соединениe 4b подавляет репро-
дукцию вируса примерно в 100 раз в том случае, когда 
его вводят через 2 ч после инфицирования и далее в 
течение всего инкубационного периода. При приме-
нении соединения 4b в лечебных целях существенного 
отличия в уровне подавления репродукции вируса от 
применения при профилактике не отмечено. 

Для изучения противовирусного действия соедине-
ния 4b в отношении экспериментальной формы ВЭЛ у 
белых мышей (доза инфицирования 10 ЛД50) исполь-
зовали следующие протоколы:  

Протокол 1. Соединениe 4b вводили мышам перо-
рально в дозе 50 и 100 мг/кг через 2 ч после инфициро-
вания и далее ежедневно в течение 5 сут один раз в 
сутки.  

Протокол 2. Соединениe 4b вводили мышам перо-
рально в дозе 50 и 100 мг/кг через 24 ч после инфицирова-
ния и далее ежедневно в течение 4 сут один раз в сутки.  

Результаты изучения эффективности тестируемого 
соединения в отношении экспериментальной формы 
ВЭЛ у белых мышей при парентеральном способе 
инфицирования представлены в табл. 3. 

Как свидетельствуют представленные данные, 
соединениe 4b обладает противовирусной активностью 
в отношении экспериментальной формы ВЭЛ у белых 
мышей. При этом эффект в определенной степени зави-
сит как от протокла введения, так и использованной 
дозы. Более эффективным оказалось применение 
соединения 4b в дозе 100 мг/кг. В этом случае уровень 
защиты находился в пределах 70–80%, в то же время 
при применении соединения 4b в дозе 50 мг/кг, этот 
показатель находился в пределах 40–60%. В большин-
стве случаев различия с контрольной группой в пока-
зателях защиты носили достоверный (p < 0.05) харак-
тер. Таким образом, следует признать высокую защит-
ную эффективность соединения 4b в отношении 
экспериментальной инфекции ВЭЛ. 

Для изучения противовирусного действия соедине-
ния 4b в отношении экспериментальной формы ВсЭЛ у 
белых мышей (доза инфицирования 10 ЛД50) использо-
вали аналогичную схему, описанную при использова-
нии модели ВЭЛ (табл. 4).  

Экспериментальные 

группы 

(10 животных 

в каждой группе) 

Защита 

от гибели 

(доверительный 

интервал), % 

Титр 
вируса, 

lgБОЕ/мл 

Снижение 

накопления 

вируса 

в мозге, Δlg 

Контроль плацебо 0 8.8 – 

Соединение 4b 

100 мг/кг, 24–120 ч* 
40.0 (12–74) 8.0 0.8 

Соединение 4b  

100 мг/кг, 24–120 ч 
35.0 (11–69) 8.1 0.7 

* Соединение 4b введено за 2 ч до заражения. 

Таблица 2. Противовирусная активность соединения 4b 

при применении по протоколу экстренной профилактики 

и после заражения вирусом КЭ 

Экспериментальные 

группы 
(10 животных 

в каждой группе) 

Защита 

от гибели 
(доверительный 

интервал), % 

Титр 

вируса, 

lgБОЕ/мл 

Снижение накоп-

ления вируса в 
мозге,  

Δlg 

Контроль плацебо 0 8.4 – 

Соединение 4b 

50 мг/кг, протокол 1 
60.0 (26–83) 7.6 0.8 

Соединение 4b 

50 мг/кг, протокол 2 
40.0 (12–74) 7.3 1.1 

Соединение 4b 

100 мг/кг, протокол 1 
80.0 (44–98) 7.2 1.2 

Соединение 4b 

100 мг/кг, протокол 2 
70.0 (69–100) 7.4 1.0 

Таблица 3. Противовирусная активность соединения 4b 

при применении после заражения вирусом ВЭЛ 
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Защитная эффективность соединения 4b в дозе 
50 мг/кг в отношении экспериментальной формы ВсЭЛ 
у белых мышей при введении его животным по про-
токолу экстренной профилактики (протокол 1), соста-
вила 50.0%; увеличение СПЖ в группе животных 
составило 7.2 сут. Если же соединение 4b в аналогич-
ной дозе применяли в качестве терапевтического сред-
ства, то его защитная эффективность составляла 40%, а 
увеличение СПЖ составило 6.8 сут по сравнению с 
контролем. Более высокую защитную эффективность в 
отношении экспериментальной формы ВсЭЛ соеди-
нение 4b проявляла в дозе 100 мг/кг. При применении 
соединения 4b по протоколу экстренной профилактики 
(протокол 1) защитный эффект составил 70%, а увели-
чение СПЖ – 13 сут. Аналогичный уровень защиты 
регистрировали и при применении соединения 4b в 
аналогичной дозе, но по схеме терапии. СПЖ, по 
сравнению с контролем, составила 11.8 сут. Во всех 
группах леченных животных значительно увеличился 
показатель СПЖ. Таким образом, соединение 4b 
характеризовалось достаточно высокой активностью в 
отношении экспериментальной формы ВсЭЛ. 

Было проведено также доклиническое исследование 
общетоксического действия соединения 4b в соответ-
ствии с Руководством по доклиническому исследо-
ванию лекарственных средств.19 Соединение 4b раство-
ряли в апирогенной воде. При изучении острой 
токсичности показано, что внутривенное введение 
соединения 4b белым мышам и крысам обоего пола не 
вызвало патологических изменений поведения и 
общего состояния животных. Морфологические изме-
нения внутренних органов и головного мозга у опыт-
ных животных отсутствовали. Результаты токсико-
метрии, полученные при внутривенном введении, 
позволяют отнести соединение 4b к IV классу мало-
токсичных веществ. При изучении субхронической 
токсичности показано, что ежедневное внутривенное 
введение субстанции в течение 28 сут в дозе, равной 
375 мг/кг, крысам самцам и самкам и в дозе, равной 
105 мг/кг, кроликам самцам и самкам, не обусловило 
смертности животных, не вызвало патологических 
проявлений в состоянии и поведении животных, не 

повлияло на интегральные показатели жизнедеятель-
ности и на системы терморегуляции независимо от 
пола. Массовые коэффициенты органов опытных 
животных находились в диапазоне референсных 
значений физиологической нормы для каждого вида. 
Изучение фармакологической безопасности не выявило 
токсического воздействия в отношении органов и 
систем, функции которых могут быть временно нару-
шены вследствие неблагоприятных фармакодинами-
ческих эффектов без причинения необратимого вреда 
(гепатобилиарная система, системы крови и общего 
обмена), а также в отношении органов и систем, 
функции которых остро критичны для жизни (дыха-
тельная, сердечно-сосудистая и центральная нервная 
системы). Оценка местно-раздражающего действия 
показала его отсутствие при внутривенном введении 
соединение 4b крысам и кроликам обоего пола.  

Таким образом, проведенные исследования демон-
стрируют высокий потенциал циансодержащих азоло-
[5,1-c][1,2,4]триазинов для использования в качестве 
противовирусных препаратов. Одно из синтезирован-
ных соединений – тригидрат 7-метилсульфанил-4-оксо-
3-циано-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ида 
натрия, будучи малотоксичным, показало хороший 
результат при исследованиях как на клеточной куль-
туре, так и на мышиной модели в отношении вирусов 
клещевого энцефалита, венесуэльского энцефаломиелита 
лошадей и восточного энцефаломиелита лошадей. 

Экспериментальная часть 

Спектры ЯМР 1Н и 13С записаны на спектрометре 
Bruker Avance II (400 и 100 МГц соответственно) с 
использованием ТМС в качестве внутреннего стан-
дарта. Элементный анализ проведен на автоматическом 
CHNS/O анализаторе PerkinElmer 2400 Series II. Темпе-
ратуры плавления определены на приборе Boetius. 
Соединения 1a–g синтезированы по известным 
методикам.11,20–23  

Синтез соединений 4a–g (общая методика). В смеси 
10 мл концентрированной HCl и 5 мл Н2О растворяют 
0.05 моль соответствующего аминоазола 1a–g, раствор 
охлаждают до –10°С. Далее при интенсивном переме-
шивании прикапывают раствор 3.5 г (0.051 моль) 
NaNO2 в 5 мл Н2О, после окончания добавления 
раствор выдерживают в течение 15 мин при –10°С. 
Полученный раствор соли диазония добавляют к 
охлажденной до 0°С смеси 5.3 мл (0.05 моль) этил-
цианацетата и 30 мл (0.12 моль) 3.9 М раствора NaOAc. 
Реакционную смесь выдерживают в течение 10 мин 
при температуре 0°С, затем в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Образовавшийся осадок отфильт-
ровывают и сушат. Высушенный осадок растворяют в 
25 мл пиридина и нагревают при перемешивании при 
80°С в течение 30 мин. Реакционную смесь упаривают, 
промывают EtOAc и сушат. Высушенный осадок 
суспендируют в 30 мл EtOH, приливают раствор 2 г 
NaOH в 10 мл EtOH, контролируя рН (не выше 9). 
Осадок отфильтровывают, промывают EtOH, сушат и 
перекристаллизовывают из 50% EtOH. 

Тригидрат 7-метил-4-оксо-3-циано-4H-[1,2,4]три-
азоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ида натрия (4а). Выход 

Экспериментальные 

группы 

(10 животных  
в каждой группе) 

Защита 

от гибели 

(доверительный 
интервал), % 

Титр 
вируса, 

lgБОЕ/мл 

Снижение накоп-

ления вируса в 

мозге,  
Δlg 

Контроль плацебо 0 (0–31) 8.3 – 

Соединение 4b 

50 мг/кг, протокол 1 
50.0 (19–81) 7.6 0.8 

Соединение 4b 

50 мг/кг, протокол 2 
40.0 (2–74) 7.3 1.1 

Соединение 4b 

100 мг/кг, протокол 1 
70.0 (35–93)* 7.2 1.2 

Соединение 4b 

100 мг/кг, протокол 2 
70.0 (35–93)* 7.4 1.0 

* Различия достоверны по сравнению с контролем (плацебо) при 
p ≤ 0.05. 

Таблица 4. Эффективность соединения 4b в отношении экс-

периментальной формы ВсЭЛ у белых мышей  

при парентеральном инфицировании 
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3.80 г (30%), бесцветные кристаллы, т. пл. 249–251°С. 
Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м. д.: 2.41 (3H, c, CH3). 
Спектр ЯМР 13C (ДМСО-d6), δ, м. д.: 15.0; 116.7; 118.0; 
143.0; 150.2; 163.4. Найдено, %: С 28.85; Н 3.73; 
N 33.04. C6H3N6NaO·3H2O. Вычислено, %: С 28.58; 
Н 3.60; N 33.33. 

Тригидрат 7-метилсульфанил-4-оксо-3-циано-4H-
[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ида натрия (4b). 
Выход 6.40 г (45%), бесцветные кристаллы, т. пл. 201–
203°С. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м. д.: 2.62 (3H, c, 
SCH3). Спектр ЯМР 13C (ДМСО-d6), δ, м. д.: 13.3; 117.0; 
117.3; 149.0; 159.2; 165.4. Найдено, %: С 25.41; Н 3.33; 
N 29.55. C6H3N6NaOS·3H2O. Вычислено, %: С 25.36; 
Н 3.19; N 29.57. 

Тригидрат 4-oксо-3-циано-7-этилсульфанил-4H-
[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ида натрия (4c). 
Выход 6.41 г (43%), бесцветные кристаллы, т. пл. 190–
192°С. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м. д. (J, Гц): 1.43 
(3H, т, J = 7.3, CH3); 3.20 (2H, к, J = 7.3, CH2). Спектр 
ЯМР 13C (ДМСО-d6), δ, м. д.: 15.5; 25.4; 117.5; 117.8; 
149.4; 159.7; 165.0. Найдено, %: С 28.17; Н 3.71; 
N 27.95. C7H5N6NaOS·3H2O. Вычислено, %: С 28.19; 
Н 3.72; N 28.18. 

Тригидрат 4-оксо-7-пропилсульфанил-3-циано-4H-
[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ида натрия (4d). 
Выход 5.93 г (38%), бесцветные кристаллы, т. пл. 204–
206°С. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м. д. (J, Гц): 1.06 
(3H, т, J = 7.3, CH3); 1.74–1.85 (2H, м, CH2); 3.17 (2H, т, 
J = 7.3, CH2S). Спектр ЯМР 13C (ДМСО-d6), δ, м. д.: 13.6; 
23.0; 32.9; 117.5; 117.8; 149.4; 159.7; 165.2. Найдено, %: 
С 30.48; Н 4.23; N 26.83. C8H7N6NaOS·3H2O. Вычис-
лено, %: С 30.77; Н 4.20; N 26.91. 

Моногидрат 4-оксо-3-циано-4H-пиразоло[5,1-c]-
[1,2,4]триазин-1-ида натрия (4e). Выход 4.02 г (40%), 
светло-желтые кристаллы, т. пл. 278–279°С. Спектр 
ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м. д.: 6.68 (1H, c, CH); 7.97 (1H, 
c, CH). Спектр ЯМР 13C (ДМСО-d6), δ, м. д.: 96.5; 111.0; 
118.7; 143.5; 150.8; 152.0. Найдено, %: C 35.63; H 1.98; 
N 34.97. C6H2N5NaO·H2O. Вычислено, %: С 35.83; 
H 2.00; N 34.82. 

Тригидрат 7-метилсульфанил-3-циано-8-этокси-
карбонил-4H-пиразоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ида 
натрия (4f). Выход 3.19 г (18%), желтые кристаллы, 
т. пл. 265–267°С. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО-d6), δ, м. д. 
(J, Гц): 1.38 (3H, т, J = 8.0, СH3); 2.55 (3H, с, СH3); 4.31 
(2H, к, J = 8.0, СH2). Спектр ЯМР 13C (ДМСО-d6), δ, м. д.: 
12.8; 14.4; 59.4; 98.1; 116.4; 117.7; 148.2; 151.9; 156.7; 162.1. 
Найдено, %: C 33.96; H 3.78; N 19.58. C10H8N5O3NaS·3H2O. 
Вычислено, %: С 33.80; H 3.97; N 19.71. 

Пентагидрат 7-метилсульфанил-3-циано-4H-

пиразоло[5,1-c][1,2,4]триазин-1-ид-8-карбоксилата 
динатрия (4g). Выход 9.25 г (48%), желтые кристаллы, 
т. пл.  257–259°С. Спектр ЯМР 1H (D2O), δ, м. д.: 2.61 
(3H, c, CH3). Спектр ЯМР 13С (D2O), δ, м. д.: 12.8; 105.9; 
113.6; 117.1; 150.9; 150.9; 158.6; 169.9. Найдено, %: C 
24.79; H 3.18; N 17.88. C8H3N5O3Na2S·5H2O. Вычис-
лено, %: С 24.94; H 3.40; N 18.18. 

Исследование противовирусной активности. 
Значение ЛД50 для каждого биопатогена определяют по 
методу Кербера в модификации И. П. Ашмарина и 
А. А. Воробьева.19  

Приготовление инфицирующих препаратов 
вирусов КЭ, ВЭЛ и ВсЭЛ. Для приготовления 
инфицирующего препарата вируса КЭ (штамм Абсет-
таров) используют культуру клеток СПЭВ, инфициро-
ванную в дозе 1 ЛД50 на клетку. Инфекционную актив-
ность определяют титрованием методом негативных 
колоний в культуре клеток СПЭВ и при подкожном 
инфицировании беспородных белых мышей массой 8–
10 г. Инфицирующие вирусные препараты на основе 
ВЭЛ и ВсЭЛ готовят с использованием 12-суточных 
развивающихся куриных эмбрионов (РКЭ). Вирус в 
концентрации 5·107 БОЕ/мл вводят в желточный 
мешок РКЭ, инкубируют при температуре 37 ± 0.5°С. 
Через 12–18 ч после инфицирования просматривают 
РКЭ под овоскопом на предмет неспецифической 
гибели. Через 36 ч после инфицирования отбирают 
погибшие РКЭ, извлекают плоды. Из гомогената 
плодов готовят 10% суспензию на растворе Хенкса – 
рабочую культуру вируса. 

Исследование эффективности соединения 4b в 
отношении вирусов КЭ, ВЭЛ и ВсЭЛ in vitro. 
Двухсуточный монослой культуры клеток СПЭВ зара-
жают вирусами в дозе 0.02 БОЕ/кл при температуре 
37 ± 0.5°С. Время адсорбции составляет 60 мин. После 
адсорбции монослой клеток отмывают 3 объемами 
среды поддержания, в пробирки вносят свежую среду с 
различными концентрациями соединения 4b (1, 5, 10, 
20, 50 и 100 мкг/мл). На каждую дозу исследуемого 
соединения используют 4 пробирки с монослоем клеток. 
Инкубацию проводят при 37 ± 0.5°С в течение 2 сут. По 
окончании инкубации проводят криодеструкцию клеток и 
определяют уровень накопления вируса по формиро-
ванию негативных колоний в культуре клеток СПЭВ.  

Исследование противовирусной активности соеди-

нения 4b в отношении КЭ (штамм Абсеттаров) на 
животных моделях. Изучение противовирусного 
действия соединения 4b на возбудителя КЭ проводят 
на белых беспородных мышах массой 8–10 г, получен-
ных из питомника ''Рапполово'' (Ленинградская обл.). 
Накопление вируссодержащего материала для зараже-
ния лабораторных животных проводят на мышах 
сосунках. В качестве вируссодержащего материала 
используют 10% суспензию головного мозга мышей-
сосунков. Исходный титр вируса – 102–103 ЛД50/мл. 

Моделирование смертельной инфекции КЭ проводят 
путем подкожного заражения белых беспородных 
мышей массой 8–10 г вируссодержащим материалом 
(штамм Абсеттаров) в объеме 0.5 мл в дозе 10 ЛД50. 
Численность животных в каждой группе – 10 особей. 
После заражения за инфицированными животными 
устанавливают ежедневное наблюдение в течение 
14 сут с регистрацией количества живых и павших 
особей. Инкубационный период при моделируемой 
инфекции составляет 3–4 сут. Заболевание характери-
зуется следующими признаками: у мышей развивается 
адинамия, они отказываются от еды и питья, шерсть 
становится взъерошенной. В последующем развивается 
параличи и наступает гибель животных. Максимальная 
гибель инфицированных мышей отмечается, как пра-
вило, на 5–9 сут после инфицирования. Специфичность 
гибели мышей подтверждают выделением вируса из 
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головного мозга павших животных и оценивают 
наличие по ЦПД в культуре клеток СПЭВ. Уровень 
накопления вируса в тканях головного мозга оцени-
вают с использованием метода формирования негатив-
ных колоний в монослое культуры клеток СПЭВ под 
агаровым покрытием. 

Исследование противовирусной активности соеди-
нения 4b в отношении ВЭЛ на животных моделях. 
Изучение противовирусного действия соединения 4b 
на возбудителя ВЭЛ проводят на белых беспородных 
мышах массой 16–18 г, полученных из питомника 
''Рапполово'' (Ленинградская обл.). Накопление вирус-
содержащего материала для последующего заражения 
лабораторных животных осуществляют с использо-
ванием 9–11-дневных развивающихся куриных 
эмбрионов – 30–50 шт. Надосадочную жидкость 
разливают во флаконы объемом 1.0 мл и используют 
для дальнейшего заражения экспериментальных живот-
ных. Исходный титр вируса – 107–108 ЛД50/мл.  

Моделирование смертельной инфекции ВЭЛ прово-
дят путем подкожного заражения белых беспородных 
мышей массой 16–18 г вирусом ВЭЛ (штамм 
Венесуэла 230) в объеме 0.3 мл/мышь в дозе 10 ЛД50. 
Численность животных в каждой группе – 10 особей.  

Исследование противовирусной активности соеди-
нения 4b в отношении ВсЭЛ на животных моделях. 
Изучение ингибирующего действия соединения 4b на 
возбудителя ВсЭЛ проводят на белых беспородных 
мышах массой 16–18 г, полученных из питомника 
''Рапполово'' (Ленинградская обл.). Накопление вирус-
содержащего материала для последующего заражения 
лабораторных животных осуществляют с использо-
ванием 9–11-дневных РКЭ – 30–50 штук. Надосадоч-
ную жидкость разливают во флаконы объемом 1.0 мл 
и используют для дальнейшего заражения экспери-
ментальных животных. Исходный титр вируса –  
105–106 ЛД50/мл.  

Моделирование смертельной инфекции ВсЭЛ прово-
дят путем подкожного заражения белых беспородных 
мышей массой 16–18 г вирусом ВсЭЛ (штамм 463) в 
дозе 10 ЛД50 в объеме 0.3 мл/мышь. Численность 
животных в каждой группе – 10 особей.  

Рентгеноструктурное исследование соединения 
4b проведенo по стандартной процедуре на дифракто-
метре Xcalibur 3, оборудованном CCD-детектором 
(CuK-излучение, λ 1.54184 Å), графитовый монохро-
матор, 295(2)K, ω-сканирование с шагом 1.0°, время 
измерения – 50 с). Кристаллы для РСА получены 
медленным упариванием раствора соединения 4b в 
MeCN. Структура расшифрована прямым методом и 
уточнена в полноматричном анизотропном прибли-
жении МНК для всех неводородных атомов (в изотроп-
ном приближении – для атомов водорода) с исполь-
зованием программы SHELXL-97.24  

 
Файл сопроводительной информации, содержащий 

кристаллографические данные соединения 4b, досту-
пен на сайте журнала http://hgs.osi.lv. 

 
Работа выполнена при финансовой поддержке 

РФФИ (грант 19-29-08015МК). 
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