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цель работы – определение цитотоксичности и влияния полициклических производных каркасного ряда на 
репликативные свойства вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток Vero-E6 in vitro. материалы и методы. изучено 
вирусингибирующее действие 50 производных адамантана и бицикло[3.3.1]нонана, имеющих карбоциклические 
и гетероциклические заместители. исследования проводили на культуре клеток Vero-E6 методом оценки цито-
патического действия вируса. влияние соединений на репликативные свойства вируса SARS-CoV-2 оценивали по 
снижению титра вируса в присутствии соединений в сравнении с контролем. на основании значений титра вируса 
в присутствии ряда последовательно уменьшающихся концентраций соединения вычисляли 50 % эффективную 
концентрацию. результаты и обсуждение. при исследовании полициклических производных каркасного ряда 
выявлено два соединения с антивирусными свойствами в отношении вируса SARS-CoV-2. среди производных 
бицикло[3.3.1]нонана, содержащих гетероциклические фрагменты, ингибирующее действие в отношении вируса 
SARS-CoV-2 показало соединение № 15144. защитное действие соединения проявлялось в максимально перено-
симой концентрации (мпк) (70,0 мкг/мл) и в ½ мпк (35,0 мкг/мл). обнаружено снижение титров вируса под воз-
действием мпк на 0,95 lg тцд50/мл, в ½ мпк (35,0 мкг/мл) – на 0,35 lg тцд50/мл. значение 50 % эффективной 
концентрации (ес50) соединения № 15144 составило 64,0 мкг/мл, отношение мпк/ес50 – 1,09. менее выражен-
ной антивирусной активностью обладало соединение № 14838 (производное адамантана, содержащее карбоци-
клические фрагменты). в результате исследований установлено, что образец № 14838 в дозе мпк (45,0 мкг/мл)  
снижает инфекционный титр на 0,78 lg тцд50/мл, в ½ мпк (22,5 мкг/мл) – на 0,15 lg тцд50/мл по сравнению с 
контролем. значение ес50 соединения № 14838 составило 37,0 мкг/мл, отношение мпк/ес50 – 1,22.
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The aim of the work was to determine the cytotoxicity and the influence of polycyclic derivatives of the framework 
series on the replicative properties of the SARS-CoV-2 virus in Vero-E6 cell culture in vitro. Materials and methods. 
The virus inhibiting effect of 50 adamantane and bicyclo[3.3.1]nonane derivatives with carbocyclic and heterocyclic sub-
stituents was investigated. The studies were carried out on Vero-E6 cell culture by assessing the cytopathic effect of the 
virus. The impact of the compounds on the replicative properties of the SARS-CoV-2 virus was estimated by the decrease 
in virus titer in the presence of the compounds compared to the control. Based on the virus titer values in the presence 
of a series of successively decreasing concentrations of the compound, the 50 % effective concentration was calculated. 
Results and discussion. A study of polycyclic derivatives of the framework series has identified two compounds with 
antiviral properties against the SARS-CoV-2 virus. Among bicyclo[3.3.1]nonane derivatives contai ning heterocyclic 
fragments, compound No. 15144 has showed an inhibitory effect against the SARS-CoV-2 virus. The protective effect of 
the compound was manifested in maximum tolerable concentration (MTC) (70.0 μg/ml) and ½ MTC (35.0 µg/ml). A de-
crease in virus titers under the influence of MTC by 0.95 lg TCD50/ml, in ½ MTC (35.0 μg/ml) – by 0.35 lg TCID50/ml  
has been detected. The effective  concentration (EC50) value of the compound No. 15144 was 64.0 μg/ml,  
the MTC/EC50 ratio was 1.09. Compound No. 14838 (adamantane derivative containing carbocyclic fragments) had less 
pronounced antiviral activity. As a result of research, it has been established that sample No. 14838 at a dose of MTC 
(45.0 μg/ml) reduces the infectious titer by 0.78 lg TCD50/ml, in ½ MTC (22.5 μg/ml) by 0.15 lg TCD50/ml compared to 
the control. The EC50 value of compound No. 14838 was 37.0 μg/ml, the MTC/EC50 ratio was 1.22.
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SARS-CoV-2 является возбудителем новой ко-
ронавирусной инфекции (COVID-19) и представляет 
собой вирус с одноцепочечной рнк с положитель-
ной полярностью [1].

принадлежащий к подсемейству Orthocoro-
navirinae с самым большим рнк-геномом, SARS-
CoV-2 кодирует в общей сложности 29 белков. эти 
неструктурные, структурные и вспомогательные 
белки участвуют в проникновении в клетки-хозяева, 
репликации и транскрипции генома, а также в сбор-
ке и высвобождении вируса [2]. 

точное определение инфекционности SARS-
CoV-2 очень затруднено из-за непрерывной эволю-
ции вируса с его вариантами однонуклеотидного по-
лиморфизма (SNP) и множеством родословных [3].

SARS-CoV-2 стал причиной крупнейшей миро-
вой пандемии COVID-19 [4]. вспышка COVID-19 
вызвала глобальную чрезвычайную ситуацию в об-
ласти здравоохранения, а мутация и эволюция его 
генома еще больше усугубили неопределенность 
эпидемического риска [5]. с момента сообщения о 
первых случаях коронавируса в китае и публикации 
первой последовательности генов SARS-CoV-2 в де-
кабре 2019 г. геном вируса претерпел многочислен-
ные мутации [6]. 

генетические варианты коронавируса тяжелого 
острого респираторного синдрома 2 (SARS-CoV-2) 
появляются и циркулируют в разных частях мира с 
начала пандемии [7]. COVID-19 по-прежнему оста-
ется нерешенной проблемой из-за роста числа инфи-
цированных и смертности во всем мире [8]. 

пандемическое распространение острого ре-
спираторного синдрома, вызванного коронавирусом 
SARS-CoV-2, привело к поиску новых противови-
русных средств и перепрофилированию существую-
щих средств с продемонстрированной эффектив-
ностью против других известных коронавирусов. 
адамантаны, включая амантадин, римантадин и ме-
мантин, обладают хорошо зарекомендовавшей себя 
эффективностью при лечении нейродегенеративных 
заболеваний, включая болезнь паркинсона, болезнь 
альцгеймера и усталость, связанную с рассеян-
ным склерозом. как in vitro, так и in vivo показано, 
что амантадин обладает потенциалом ингибирова-
ния SARS-CoV-2 посредством подавления протеаз 
клетки-хозяина, что приводит к нарушению высво-
бождения вирусного генома в клетку-хозяина [9].

амантадин одобрен в качестве противовирус-
ного препарата против гриппа а, и противовирусная 
активность в отношении SARS-CoV-2 была обосно-
вана по аналогии, но без данных. протестирована эф-

фективность амантадина in vitro на клетках Vero-E6,  
инфицированных SARS-CoV-2. амантадин ингиби-
ровал репликацию SARS-CoV-2 в двух отдельных 
экспериментах [10].

поиск новых лекарственных средств возможен 
благодаря пониманию цикла репликации вируса 
SARS-CoV-2 и его патогенности [11].

из всех потенциальных мишеней для лекарств 
геликаза nsp13 считается одной из наиболее важ-
ных [12]. неструктурный белок nsp13 был иденти-
фицирован как мишень для противовирусных пре-
паратов из-за высокой консервативности последова-
тельности и важной роли в репликации вируса [13]. 
ингибирование геликаз часто приводит к затрудне-
нию репликации вируса или его полной инактива-
ции. белок nsp13 коронавируса представляет собой 
цитозольный белок, состоящий из порядка 600 ами-
нокислотных остатков, и, по всей вероятности, явля-
ется рнк-геликазой, которая принимает участие при 
расплетении дуплекса, образующегося при копиро-
вании вирусной рнк под действием рнк-зависимой 
рнк-полимеразы [14]. для данной геликазы in vitro 
обнаружен ряд ингибиторов – производных окса-
золопиридина, порфиринового комплекса висмута, 
1,2,4-триазола, бананина, арилдикетокислот и про-
изводных дигидрохромона [15].

материалы и методы

известные соединения синтезировали по лите-
ратурным методикам (табл. 1).

полученные соединения предварительно рас-
творяли до концентрации 100 мкг/мл (сток-раствор). 
соединения № 828, 14869, 14871, 14872, 15136, 
15138, 15148, 15156, 15157 растворяли на воде для 
инъекций, № 14190, 14838, 14870, 15139, 15146, 
15158 – на 10 % этаноле, остальные соединения – на 
10 % диметилсульфоксиде (DMSO, Sigma, сШа). 
из сток-раствора готовили необходимые концентра-
ции с использованием питательной среды DMEM с 
2 % фетальной бычьей сыворотки.

исследования проводили на культуре клеток 
Vero-E6 методом оценки цитопатического дей-
ствия (цпд) вируса. клетки культивировали на 
питательной среде DMEM производства Gibco с 
10 % содержанием фетальной бычьей сыворотки,  
4,5 g/LD-Glucose, 25 mM HEPES, L-Glutamine и 
100 мкг/мл гентамицина при t=37 °C, 5 % CO2 и  
85 % влажности. 

для определения цитотоксичности соединений 
планшеты с суточным монослоем клеток Vero-E6 
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Таблица 1 / Table 1
исследуемые соединения
сompounds under study

номер соединения
сompound number

Формула
Formula

номер соединения
сompound number

Формула
Formula

1 2 3 4

828
O

NH

O

Cl 15135

HO
OH

OH

OH

OH

OH

1931
NH3

Cl 15136

NH3

OH

Cl

9664 NH

O
NH

NH2 15137 C16H24N2O4

13021

OH

HO

15138 C17H24BrNO2

14190
N NH

NH2

15139 C12H20O3

14838 C19H24O3 15140 C17H22O3

14865 C25H27N3OS 15141 C11H19N3O

14866 C23H29N3O 15142 O
O

14867 C20H21N3O2 15143 C17H20O5

14868 C27H28BrN3O 15144 C15H18O3

14869

NH3

NH3

Cl

Cl 15145 C24H32O2

14870 C12H20O3 15146

H
N

O

O

14871 C12H22BrNO2 15147 C11H16Cl2O

14872
NH3

HO

Cl
15148 C11H18Cl3N
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Окончание табл. 1 / Ending of table 1

1 2 3 4

14873 C14H23N3O2 15149 C13H19Cl2NO

14874 C15H21N3O3 15150 C19H21F3N2O

14875
N

O

15151 C19H22F3N3O

14876
O

N

N

S

O

N
OH 15152 C34H31N3O4

14877

CF3

O
OH 15153 C45H42FN3O3

14878

N

O
N

15154 O N

14879 C30H28N4O2 15155 C27H32N2O4

14880 NN

N

F3C
HO

15156

NH3
N

OO

N
O

O

Cl

14881 NH

O

15157 C20H26BrN

14882 C15H25N5O2 15158 с21р25NO

14883 C19H23NO2 15159 C13H18N2O3

отмывали раствором хенкса, вносили свежую пита-
тельную среду, содержащую различные концентра-
ции исследуемых химических соединений, и поме-
щали в термостат для наблюдения в течение 5 суток 
при температуре 37 °с в со2-инкубаторе. 

после инкубации проводили визуальную оцен-
ку при помощи инвертированного микроскопа на 
увеличении 4×. за максимально переносимую кон-
центрацию (мпк) принимали максимальную из ис-
следованных доз веществ, не вызывающую морфо-
логических изменений клеток.

для определения воздействия соединений на 
реп ликативные свойства вируса в 96-луночные план-
шеты с суточным монослоем клеток Vero-E6 вноси-
ли по 100 мкл культуральной жидкости, содержащей 

вирус SARS-CoV-2 (100 тцд50), и инкубировали 
1,5 часа при температуре 37 °с в со2-инкубаторе. 
в работе использовали дельта-вариант вируса 
SARS-CoV-2 (B.1.617.2), выделенный от пациен-
та. после инкубации вируссодержащую жидкость 
удаляли, вносили по 100  мкл соединения в мпк 
и оставляли на 5 суток при температуре 37 °с в 
со2-инкубаторе. 

каждый эксперимент содержал ряд контролей: 
контроль препарата, среду DMEM с 2 % фетальной 
бычьей сыворотки (отрицательный контроль), а так-
же контрольное титрование дозы вируса. каждая 
точка эксперимента поставлена в двух повторах.

определяли инфекционный титр вируса в при-
сутствии соединений и контроле вируса без соедине-
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ний. титрование в культуре клеток Vero-E6 проводи-
ли по следующей схеме. готовили разведения соеди-
нений на поддерживающей среде DMEM с добавле-
нием 2 % фетальной бычьей сыворотки. планшеты 
с суточным монослоем клеток отмывали раствором 
хенкса. клетки инфицировали 100 тцд50 вируса 
SARS-CoV-2. планшеты инкубировали при темпера-
туре 37 °с в атмосфере 85 % влажности и подаче 5 % 
CO2 в течение 1,5 часа для адсорбции вируса, затем 
содержимое лунок удаляли и вносили разведения со-
единений. также осуществляли контрольное титро-
вание вируса без соединений. учет результатов ти-
трования проводили визуально путем микроскопиче-
ского исследования клеточного монослоя на наличие 
характерного цпд на 5-е сутки после заражения.

титр вируса SARS-CoV-2 определяли по ко-
нечной точке проявления цпд в культуре клеток 
Vero-E6, рассчитывали по методике кербера и вы-
ражали в lg тцд50/мл. на основании значений титра 
вируса в присутствии ряда последовательно умень-
шающихся концентраций соединений вычисляли 
50 % эффективную концентрацию (ес50) и отно-
шение мпк к ес50. ес50 вычисляли с помощью 
Quest Graph™ EC50 Calculator (AAT Bioquest Inc., 
Feb. 2023, https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator).

результаты и обсуждение

в ходе работы для поиска потенциальных про-
тивовирусных препаратов использовали ряд струк-
турно диверсифицированных новых производных 
адамантана, гомоадамантана, бицикло[3.3.1]нонана, 
содержащих различные карбо- и гетероциклические 
системы, соединенные с каркасным фрагментом.

для каждого соединения определили безопас-
ный рабочий диапазон концентраций для культуры 
клеток Vero-E6 (табл. 2).

в клеточных контролях (отрицательных контро-
лях) не отмечено цитотоксических изменений, а так-
же нарушений клеточного монослоя. при цитоток-
сичности соединений отмечались клетки округлой 
формы и морфологически значительно отличающие-
ся от клеточного контроля. в лунках с более высо-
кими концентрациями наблюдалось частичное или 
полное разрушение клеточного монослоя.

соединения № 828, 13021, 14868, 14872, 14876, 
14877, 14878, 14879, 14880, 15141, 15143, 15145 и 
15147 в концентрации 100,0 мкг/мл полностью раз-
рушали монослой культуры клеток Vero-е6. более 
токсичными для культур клеток оказались соедине-
ния № 14876, 14877, 14878, 15141 и 15143. мпк для 
культуры клеток Vero-е6 составила 0,25; 0,05; 0,1; 
3,5 и 3,0 мкг/мл соответственно. более низкой ток-
сичностью обладало соединение № 9664, величина 
мпк которого составила 400,0 мкг/мл.

в результате проведенных исследований 50 по-
лициклических производных каркасного ряда выяв-
лено два соединения с антивирусными свойствами в 
отношении вируса SARS-CoV-2.

среди производных бицикло[3.3.1]нонана, со-
держащих гетероциклические фрагменты, ингиби-
рующее действие в отношении вируса SARS-CoV-2 
показало соединение № 15144. защитное действие 
соединения проявлялось в мпк (70,0 мкг/мл) и 
½ мпк (35,0 мкг/мл). обнаружено снижение титров 
вируса под воздействием мпк на 0,95 lg тцд50/мл, 
в ½ мпк (35 мкг/мл) – на 0,35 lg тцд50/мл. значение 
ес50 соединения № 15144 составило 64,0 мкг/мл, 
отношение мпк/ес50 – 1,09.

менее выраженной антивирусной активно-
стью обладало соединение № 14838 (производное 
адамантана, содержащее карбоциклические фраг-
менты). в результате исследований установлено, 
что образец № 14838 в дозе мпк (45,0 мкг/мл)  
снижает инфекционный титр на 0,78 lg тцд 50/мл,  
в ½ мпк (22,5 мкг/мл) – на 0,15 lg тцд50/мл по 
сравнению с контролем. значение ес50 соедине-
ния № 14838 составило 37,0 мкг/мл, отношение  
мпк/ес50 – 1,22.

при дальнейшем уменьшении исследуемых 
концентраций соединений различий в титре вируса с 
необработанным контролем не установлено. 

Таблица 2 / Table 2

результаты оценки цитотоксичности соединений
Results of evaluation of compound cytotoxicity

номер соединения
сompound number

мпк, мкг/мл
MTC, μg/ml

номер соединения 
сompound

number

мпк, мкг/мл
MTC, μg/ml

828 5,0 15135 45,0

1931 75,0 15136 40,0

9664 400,0 15137 15,5

13021 5,0 15138 17,5

14190 15,0 15139 105,0

14838 45,0 15140 15,0

14865 15,5 15141 3,5

14866 40,0 15142 16,5

14867 65,0 15143 3,0

14868 10,0 15144 70,0

14869 50,0 15145 4,5

14870 80,0 15146 17,7

14871 140,0 15147 4,8

14872 30,0 15148 20,0

14873 25,0 15149 15,5

14874 135,0 15150 14,5

14875 15,0 15151 28,0

14876 0,25 15152 20,0

14877 0,05 15153 80,5

14878 0,1 15154 10,5

14879 5,0 15155 70,0

14880 10,0 15156 15,0

14881 125,0 15157 50,0

14882 30,0 15158 16,5

14883 50,0 15159 65,0
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данные соединения перспективны для разработ-
ки противовирусных средств и могут быть использо-
ваны в качестве интермедиатов в синтезе новых био-
логически активных соединений. также рассматри-
вается возможность изучения вирусингибирующей 
активности структур лидеров в отношении других 
вирусов, геном которых кодирует белки, реализую-
щие функцию ионных каналов.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

финансирование. работа выполнена в рамках 
международного проекта нир «рациональный ди-
зайн производных гомоадамантана и бицикло[3.3.1]-
но нана как ингибиторов геликазы nsp13 SARS-
CoV-2» белорусского республиканского фонда фун-
даментальных исследований (брФФи) (договор от 
01.07.2021 № м21рм-089) и российского фонда 
фундаментальных исследований (рФФи) (проект 
бел_мол_а 20-53-04035). 
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