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К ак было показано ранее [1, 2],

ациклические тетраалкиламмо�

ниевые ингибиторы ацетилхолинэс�

теразы (АХЭ; КФ 3.1.1.7) на основе

6�метилурацила обладают способ�

ностью высокоизбирательно и не�

обратимо блокировать фермент в

наномолярных концентрациях, из�

бирательно блокировать работу ло�

комоторных мышц при минималь�

ном влиянии на дыхание и высоком

уровне "фармакологической"

(ЛД50/ЭД50>50,0) и "экологической"

(ЛК50>10 мкМ/л, дафнии) безопас�

ности [3�9]. Эти свойства принци�

пиально отличают полученные сое�

динения от известных антихолинэс�

теразных агентов и дают возмож�

ность рассматривать их в качестве

прототипов потенциальных лекар�

ственных препаратов. 

Несмотря на большое количест�

во публикаций, касающихся холи�

нотропных свойств ациклических

тетраалкиламмониевых производ�

ных 6�метилурацила [1�9], практи�

чески отсутствуют данные о струк�

турных (конформационных) источ�

никах проявляемой ими ингибиру�

ющей активности по отношению к

АХЭ. Между тем эти данные могут

быть использованы при оптимиза�

ции структуры создаваемых лекар�

ственных или иных средств, а также

при решении вопросов фундамен�

тального характера, например, вы�

яснении топологии и роли участков

на поверхностях АХЭ и Н�холино�

рецепторов (Н�ХР), ответственных

за связывание с урациловым и аро�

матическими фрагментами.

На рис. 1 и 2 представлены фор�

мулы некоторых представителей

ациклических урацилсодержащих

ингибиторов АХЭ — соединения 1,

2 и 3 (лабораторный шифр "№ 547")

[1�3], а также изоструктурных им

пиримидинофанов (макроцикли�

ческие соединения 4 и 5). Соедине�

ние 1, содержащее о�нитробензил�

диэтилпентиловый заместитель при

атоме N1 3,6�диметилурацилового

фрагмента, обратимо ингибирует

АХЭ (pI50=8,30 [1, 2]), тогда как его

структурный изомер, соединение 2,

в котором о�нитробензилдиэтил�

пентиловый фрагмент находится

при атоме N3 пиримидинового цик�

ла, является необратимым ингиби�

тором АХЭ (k0АХЭ=8,0 108 М�1

мин�1) [1, 2]. N1,N3�Бисзамещен�

ное соединение 3 также демонстри�

рует необратимый характер ингиби�

рования АХЭ с несколько большей

активностью (k0АХЭ=3,5 109 М�1

мин�1) [1, 2]. Из этих данных можно

сделать следующие выводы. Не

имея других, кроме каватернизован�

ного атома азота, известных в лите�

ратуре фармакофорных групп, ак�

тивных в отношении АХЭ, соедине�

ния 1 3, по всей видимости, взаимо�

действуют с "периферическим ани�

онным пунктом" (ПАП) фермента,

способными связывать 6�метилура�

циловый, о�нитробензольный и тет�

раалкиламмонийный фрагменты.

Очевидно,  активность соединений

1�3 определяется топологией их мо�

лекул, то есть взаимным расположе�

нием перечисленных фрагментов в

нативной конформации. 

С целью выявления характерных

структурных (конформационных)
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ляемую активность, мы провели те�

оретический конформационный

анализ рассматриваемых соедине�

ний. Расчеты выполнялись методом

молекулярной механики ММ (метод

SearchCompare, программа Insight

II, силовое поле CV [10]) с полной

оптимизацией геометрии. Геомет�

рия отобранных ключевых конфор�

меров оптимизировалась далее ме�

тодом HF/6�31G [11] по программе

Gaussian 94 [12].  В качестве старто�

вых принимались конформеры, в

которых торсионные углы враще�

ния вокруг всех связей CSP3 CSP3

задавались с шагом 1200, то есть

обеспечивался учет всех возможных

заторможенных конформаций, а

именно, гош (G+ и G�) и транс (T)

метиленовых цепочек. Поворот ура�

цилового фрагмента и бензольного

кольца, а также нитрогруппы моде�

лировался заслоненной и ортого�

нальной конформациями. Для уп�

рощения решения конформацион�

ной задачи местоположение аниона

брома не рассматривалось, тем бо�

лее, что по данным рентгенострук�

турного анализа противоионы в аце�

тилхолине и его производных раз�

личного строения в кристалле нахо�

дятся на расстояниях порядка 4 A и

более от катионного центра [13, 14]

и не должны существенно влиять на

структуру молекулы в вакууме, для

которой и были выполнены расче�

ты. Среда не моделировалась. Пос�

кольку число симулированных и оп�

тимизированных конформеров для

каждого соединения достигало нес�

кольких сотен, для анализа полу�

ченных результатов мы ограничи�

лись рассмотрением только тех из

них, чьи энергии относительно гло�

бального минимума не превышали 

7 ккал/моль. 

В пределах выбранного нами ди�

апазона относительных энергий для

соединений 1 и 2 реализуется около

100 конформеров (для каждого сое�

динения) среди которых присут�

ствуют "развернутые" конформа�

ции, в которых большинство торси�

онных углов  ϕ1�ϕ4 (рис. 3) имеют

значения порядка 140 1800, "сверну�

тые" конформации, в которых боль�

шинство торсионных углов ϕ1�ϕ4

(рис. 3) имеют значения порядка 50

1000 и конформации промежуточ�

ного типа. Если в качестве парамет�

ров, описывающих конформации

исследуемых соединений, исполь�

зовать расстояние между центрами

урацилового фрагмента и бензоль�

ного кольца r(U...Ar) и расстояние

между центром урацилового фраг�

мента и кватернизованным атомом

азота r(U•••N+), то для получен�

ного набора конформаций первый

параметр принимает значения в ин�

тервале 4—12 A, а второй принимает

значения в интервале 5–9 A. Рассто�

яние между кватернизованным ато�

мом азота и центром бензольного

кольца равно примерно 4 A для всех

конформаций. Согласно расчетам

молекулярной механики (ММ), гло�

бальному минимуму на поверхности

потенциальной энергии соедине�

ний 1 и 2 сооветствуют "свернутые"

конформации (рис. 4), в которых

урациловый фрагмент и бензольное

кольцо практически параллельны и

сближены на расстояние r(U••• Ar),

равное 4,11 и 4,30 A, соответствен�

но. Это указывает на реализацию в

рассматриваемых соединениях стэ�

кинг эффекта [15]. По нашему мне�

нию, несмотря на то, что эти кон�

формеры (рис. 4), согласно расчетам

по методу ММ, имеют минималь�

ную энергию, они не могут быть на�

тивными конформациями, находясь

в которых соединения 1 и 2 взаимо�

действуют с АХЭ, поскольку эти

конформации не имеют ярко выра�

женных топологических различий

(рис. 4), тогда как соединения 1 и 2

ингибируют фермент совершенно

по разному. Мы полагаем, что на�

тивные конформации этих соедине�

ний должны быть полностью или

частично "развернутыми". На рис. 5

изображены представители этой

группы конформеров соединений 1

и 2. Эти конформеры, в отличие от

изображенных на рис. 4, имеют

принципиальное различие с точки

зрения топологиии. У развернутых

Рисунок 1. Тетраалкиламмониевые ингибиторы ацетилхолинэстеразы
ациклической структуры, содержащие 16моно6, 36моно6 и 1,36бис(алкил)666

метилурациловые фрагменты [3] (соединения 163).

Рисунок 2. Курареподобные пиримидинофаны, изоструктурные ациклическим
аналогам, представленным на рис. 1 (соединения 4 и 5).
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конформаций соединения 1 нитро�

бензиламмонийный фрагмент нахо�

дится в области пространства Б ри�

сунка 3, тогда как у развернутых

конформаций соединения 2 он рас�

положен в области пространства А

рисунка 3. Эти области разграниче�

ны плоскостью В, которая проходит

по линии, соединяющей атомы С5,

С2, О2 урацилового фрагмента, и

перпендикулярна его плоскости

(рис. 3). Таким образом, принимая

во внимание  вышеупомянутое и, в

первую очередь, существенное раз�

личие в характере ингибирования

АХЭ рассматриваемыми соедине�

ниями можно сделать следующие

выводы. Ингибирующая активность

соединений 1 и 2 определяется рас�

положением урацилового фрагмен�

та на определенном участке АХЭ,

причем имеет существенное значе�

ние ориентация на нем определен�

ным образом атомов азота и групп

С2=О и С4=О урацилового фраг�

мента. В свою очередь характер ин�

гибирующей активности определя�

ется расположением на этом участке

о�нитробензиламмонийного фраг�

мента. Расположение его в области

А (рис. 3) обеспечивает необрати�

мый характер ингибирования, в то

время как расположение его в об�

ласти Б (рис. 3) вызывает обрати�

мый характер ингибирования. На�

тивные конформации, относящиеся

к группе "развернутых" структур

(рис. 5), по данным наших расчетов

как методом молекулярной механи�

ки, так и методом ab initio в базисе

HF/6�31G с полной оптимизацией

геометрии, имеют энергию на 5

ккал/моль выше энергии "сверну�

тых" конформаций (рис. 4). Однако

этот проигрыш в энергии может

быть компенсирован энергией свя�

зывания нативной структуры

субстрата рецептором, которая для

холинергических лигандов достига�

ет 8 ккал/моль [16]. В этих конфор�

мациях расстояние между центром

урацилового фрагмента и кватерни�

зованным атомом азота r(U•••N+)

равно 9 A и по данным обоих мето�

дов структуры с параллельной и ор�

тогональной ориентацией бензоль�

ного и пиримидинового циклов раз�

личаются по энергии не существен�

но (в пределах 3 ккал/моль). 

Соединение 3 содержит два о�

нитробензил(диэтил)аммонийпен�

тильных фрагмента (рис. 1) и поэто�

му число вероятных конформаций

удваивается, а с учетом возможнос�

ти ориентации этих фрагментов по

разные стороны от плоскости ура�

цильного кольца, количество воз�

можных структур возрастает еще в

два раза. Однако применение мето�

да ЯМР позволило нам значительно

упростить решение конформацион�

ной задачи. Анализ времен корреля�

ций молекулярных движений  С

всех углеродных атомов, измерен�

ных для растворов соединения 3 в

CD3CN и D2O, показал, что харак�

тер общей реориентации молекул

является изотропным, что указыва�

ет на предпочтительность конфор�

маций с ориентацией орто�нитро�

бензил(диэтил)аммонийпентиль�

ных фрагментов у атомов N1 и N3

по одну сторону от плоскости пири�

мидинового цикла 6�метилурацило�

вого фрагмента. На основании этого

вывода, полученного эксперимен�

тально, а также обоснованного вы�

ше предположения, что нативными

являются "развернутые" конформа�

ции, количество оптимизированных

методом ММ вероятных конформа�

ций соединения 3, принимаемых к

рассмотрению, было уменьшено в

Рисунок 3. Схематичное изображение предполагаемых нативных
конформаций бисониевого соединения 3 (в монозамещенных соединениях 1 и
2 расположение ониевых фрагментов аналогично) и пиримидинофанов 4 и 5.

Рисунок 4. "Свернутые" конформации соединений 2 (а) и 1 (б) по данным
молекулярной механики (атомы водорода не показаны).

a б
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десятки раз. На рис. 6 представлена

одна из конформаций, относящихся

к группе нативных "развернутых"

структур, имеющих минимальную

энергию. Их топология характери�

зуется близкой к ортогональной вза�

имной ориентацией урацилового

фрагмента и бензольного кольца,

близкой к параллельной взаимной

ориентацией бензольных колец и

расстояниями r(U•••Ar)�10 A,

r(U•••N+)�9 A, r(Ar •••Ar)�14

A. Отметим, что такая кольцеобраз�

ная топология "развернутых" натив�

ных конформаций соединения 3

(рис. 6) комплиментарна форме и

размерам устья активной полости

("ущелье") АХЭ [17] на расстоянии 4

A от дна которой находится извест�

ная триада His440, Ser200, Glu327,

которая гидролизует ацетилхолин.

Можно предположить, что соедине�

ние 3, принимая одну из нативных

конформаций, изображенных на

рис. 6, плотно "закупоривает" вход в

узкое ущелье фермента, препятствуя

проникновению в него ацетилхоли�

на, что приводит к необратимому

ингибированию АХЭ [18] (рис. 7).

Дело в том, что на поверхности сте�

нок этого устья расположены 14 мо�

лекул ароматических аминокислот

из числа фенилаланина, тирозина,

триптофана [17] и соединение 3 мо�

жет закрепляться на этой поверх�

ности за счет аттрактивных взаимо�

действий (стэкинг эффект [15]) сво�

их урацилового фрагмента и бен�

зольного кольца с ароматическими

фрагментами аминокислот (рис. 7).

Мы предполагаем, что именно эта

область полости АХЭ является тем

участком фермента, предположи�

тельно ПАП, с которым взаимодей�

ствуют соединения 1�3. Еще раз

подчеркнем важность топологии

нативных конформаций рассматри�

ваемых субстратов и их комплимен�

тарность предполагаемому участку

фермента. Для проявления ингиби�

рующего действия рассматриваемые

производные урацила должны зак�

репиться на активном участке фер�

мента в строго определенной взаим�

ной ориентации (топологии) пири�

мидинового цикла и ортонитробен�

зиламмонийного фрагмента. Зак�

репление последнего в области А

(рис. 3) приводит к необратимому

ингибированию АХЭ, тогда как зак�

репление его в области Б (рис. 3) не

обеспечивает прочного связывания,

и ингибирование фермента стано�

вится обратимым. Значительно

больший эффект необратимого ин�

гибирования АХЭ субстратом 3 по

сравнению с субстратом 2 можно

объяснить присутствием в молекуле

субстрата 3 о�нитробензилдиэтил�

Рисунок 5."Развернутые" конформации соединений 2 (а) и 1 (б) по данным
метода ab initio в базисе HF/6631G (атомы водорода не показаны).

Рисунок 6. Одна из предполагаемых нативных конформаций бисониевого
соединения 3 по данным метода ab initio в базисе HF/6631G (атомы водорода

не показаны).
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пентиловых фрагментов одновре�

менно при атомах N1 и N3 урацило�

вого фрагмента. По всей видимости,

связывание с ПАП фермента замес�

тителя при атоме N3 является необ�

ходимым для проявления эффекта

необратимого ингибирования, а на�

личие двух одинаковых группиро�

вок при атомах N1 и N3 урацильно�

го фрагмента и реализация одной из

"кольцеобразных" нативных кон�

формаций (рис. 6) усиливает этот

эффект за счет блокирования досту�

па молекул ацетилхолина внутрь ак�

тивной полости АХЭ (рис. 7).

Все высказанное выше является

гипотезой, основанной только на

данных теоретического конформа�

ционного анализа (молекулярная

механика, квантовая химия). Ацик�

лические соединения 1�3 являются

чрезвычайно конформационно ла�

бильными структурами. В растворах

происходит настолько быстрый

конформационный обмен, что уста�

новление структуры этих соедине�

ний экспериментальными методами

(спектроскопия ЯМР, ИК спектрос�

копия) является исключительно

сложной задачей. Между тем при

взаимодействии соединений 1�3 с

АХЭ, в ходе которого достигается

очень высокая степень избиратель�

ности и прочности связывания [1,

2], по�видимому, реализуется весьма

ограниченный набор нативных кон�

формаций, информацию о которых,

по нашему мнению, в основном мо�

жет дать только скрининг изострук�

турных соединений с меньшей кон�

формационной подвижностью. В

качестве таких объектов могут выс�

тупить макроциклические соедине�

ния, имеющие те же фармакофор�

ные фрагменты, что и ациклические

аналоги, а именно   6�метилураци�

ловый фрагмент, Nурацил�(СН2)5�

N+�спейсер, о�нитробензильный

фрагмент в составе ониевой группи�

ровки.

Изучение таких урацилсодержа�

щих макроциклов (пиримидинофа�

нов) перспективно по следующим

причинам.  Переход к макроцикли�

ческой структуре связан с резким

уменьшением числа возможных

конформеров по сравнению с ацик�

лическим аналогом и их установле�

ние или, по крайней мере, определе�

ние доминирующего набора кон�

формаций является менее сложной

задачей, чем конформационный

анализ гибких ациклических систем.

Корреляция же антихолинэстераз�

ной (или иной холинотропной) ак�

тивности макроцикла с принимае�

мой им конформацией и сравнение

с данными для ациклического ана�

лога позволит выделить конформа�

ции, ответственные за активность

соединений ациклической структу�

ры.  При соответствии трехмерной

структуры конформационно жест�

кого макроцикла трехмерной струк�

туре "центров узнавания" рецепто�

ров (ферментов), имеющих, как из�

вестно, вполне определенную прост�

ранственную организацию, можно

ожидать исключительно селектив�

ного и прочного связывания с ними

за счет аттрактивных невалентных

взаимодействий. Их главная особен�

ность   исключительная специфич�

ность; именно при их участии ре�

цепторное узнавание биологически

активных молекул происходит с вы�

сокой точностью [19]. Существен�

ную роль в формирование невалент�

ных ваимодействий играют гетероа�

роматические составляющие моле�

кул лигандов. Если строение цент�

ров узнавания демонстрирует очень

высокую степень гомологии амино�

кислотной последовательности у

всех исследованных типов АХЭ [20],

а также Н�ХР [21, 22], то топография

и роль узлов связывания аромати�

ческих фрагментов лигандов, распо�

ложенных в пределах ПАП АХЭ (со�

вокупность ароматических амино�

кислотных остатков Phen, Try, Tyr) и

Н�ХР ("гидрофобные зоны") различ�

ной локализации и функции, веро�

ятно, существенно отличаются, и

потому могут быть весьма перспек�

тивными ориентирами при направ�

ленной оптимизации свойств гете�

роароматических холинотропных

лигандов. Целый ряд высокоактив�

ных ингибиторов АХЭ тетраалки�

ламмониевой природы, таких как

BW284c51, амбеноний (оксазил),

пропидиум, гелламин, фасцикулин,

благодаря наличию в их составе аро�

матических фрагментов, способны к

существенно более избирательному

связыванию в области ПАП АХЭ,

чем их аналоги, лишенные аромати�

ческой составляющей [20]. Н�ХР

также имеют обширные и малоизу�

ченные "гидрофобные области" свя�

зывания с ароматическими фраг�

ментами лигандов, вследствие чего

возможно повышение их сродства к

рецептору [21]. 

Все это открывает дополнитель�

ные перспективы для осмысленного
Рисунок 7.  Гипотетическая модель взаимодействия бисониевого 

соединения 3 с активной полостью АХЭ [18].
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увеличения избирательности дейст�

вия синтетических лигандов в отно�

шении рецепторных (ферментных)

систем с конкретной морфофунк�

циональной принадлежностью. Так,

известно, что в функционально�раз�

личных нервно�мышечных синап�

сах млекопитающих экспрессирова�

ны различные ассиметричные фор�

мы АХЭ: в m.extensor digitorum

longus ("быстрая" мышца) крыс до�

минирует А12�форма, а в m.soleus

("медленная" мышца) — А4�, А8�

формы [23]. Можно предположить,

что достижение избирательного

влияния на одну из указанных форм

АХЭ возможно на пути оптимиза�

ции структуры лиганда, содержаще�

го урациловые (или иные метадиа�

зогетероциклические, 2,4�диоксо�)

фрагменты, при условии их опти�

мального расположения относи�

тельно основных фармакофоров,

"наводящих" лиганд на активный

центр одной из форм АХЭ. Мы по�

лагаем, что скрининг пиримидино�

фанов может вывести на холинот�

ропные вещества с совершенно но�

выми и уникальными свойствами за

счет образования исключительно из�

бирательных и прочных межмолеку�

лярных контактов с узлами связыва�

ния ароматических фрагментов ли�

гандов в трехмерной конфигурации

АХЭ или Н�ХР [20�22], подобные

тем, которые образуются при взаимо�

действии с ароматическими состав�

ляющими молекул природных токси�

нов (фасцикулин, α— и β— бунгаро�

токсины, батрахотоксины и др.). 

Исходя из этого, были синтези�

рованы и изучены пиримидинофа�

ны 4 и 5, представленные на рис. 2,

и являющиеся макроциклическими

аналогами выявленных нами ранее

ациклических ингибиторов АХЭ —

соединений 1�3 [1�3]. Эти макро�

циклы, также как и соединения 1�3,

содержат в своем составе 6�метилу�

рациловые фрагменты, соединен�

ные пентаметиленовыми мостика�

ми с о�нитробензилтриалкиламмо�

нийным радикалом. Пиримидино�

фан 4 был получен кватернизацией

о�нитробензилбромидом мостико�

вого атома азота макроцикла 7�

этил�15�метил�1,7,13�триазабицик�

ло[11.3.1]гептадека�15�ен�16,17�ди�

она, который, в свою очередь, был

синтезирован взаимодействием 1,3�

бис(бромпентил)�6�метилурацила с

этиламином. О синтезе пиримиди�

нофана  5  кватернизацией о�нитро�

бензилбромидом  мостиковых ато�

мов азота  макроцикла 16, 32�диме�

тил�7, 23�диэтил�1, 7, 13, 17, 23, 29�

гексаазатрицикло[23,3,1,113,17]тет�

р а т р и а к о н т а � 1 5 , 3 1 � д и е н �

14,30,33,34�тетраона мы сообщали

ранее [24]. Первоочередной задачей

было решение вопроса о влиянии на

уровни миорелаксантной активнос�

ти в условиях физической нагрузки

(ЭД50) и безопасности (ЛД50/ЭД50)

перехода от наиболее активных

ациклических урацилсодержащих

ингибиторов АХЭ (соединения 1�3)

к изоструктурным пиримидинофа�

нам 4 и 5. 

МАТЕРИАЛЫ 
И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Первичную токсикологическую

оценку соединений 1�5 (таблица)

при внутрибрюшинном (в/б) введе�

нии в виде водных растворов прово�

дили в острых опытах на аутбредных

белых мышах обоего пола массой

19,0±2,0 г, содержавшихся на стан�

дартном рационе питания в услови�

ях природного режима освещения

помещения при температуре 20±

2оС. Опыты осуществляли в осенне�

весенний период. В эксперимен�

тальные группы животных отбирали

по методу случайных выборок.

Симптоматика отравления соедине�

ниями при внутривенном их введе�

нии фиксировалась на кроликах�

самцах породы "советская шиншил�

ла" массой 3,0�3,5 кг, а также на

крысах, морских свинках, кошках и

собаках. 

В качестве показателей токсич�

ности были избраны среднесмер�

тельные дозы (ЛД50, мыши, время

наблюдения 72 ч). Для установления

ЛД50 каждое соединение вводили 4

группам мышей (по 6 мышей на

каждую дозу; n=24). В качестве по�

казателей миорелаксантной актив�

ности были избраны среднеэффек�

тивные  дозы (ЭД50) в тесте "бег на

третбане" (Treadmill, Nihon Kohden STS�

7500A/CC�730DA, Япония; 1 км/ч)

[25], поскольку развитие миорелак�

сантного эффекта в условиях функ�

циональной нагрузки является од�

ним из основных и высоковоспро�

изводимых симптомов действия как

антихолинэстеразных средств, так и

курареподобных миорелаксантов

[21, 26, 27]. Все соединения вводили

за 5 мин до начала выполнения тес�

та. Контрольным мышам вводили

физиологический раствор. Крите�

риями миорелаксантной активнос�

ти соединений служили неспособ�

ность мышей выполнять побежку на

третбане в течение 30 мин. Для уста�

новления ЭД50 каждое соединение

вводили 4 группам предварительно

тренированных мышей (22,0±2,0 г,

по 8 мышей на каждую дозу; n=32).

В качестве критерия безопасности

соединений использовался параметр

"широты эффективного (миорелак�

сантного) действия" (ЛД50/ЭД50).

Препаратом сравнения служил

периферический недеполяризую�

щий миорелаксант бензилизохино�

линовой природы с макроцикличес�

кой архитектурой построения моле�

кулы — d�тубокурарин. Для сравне�

ния также были получены данные

по активности ациклического инги�

битора холинэстераз — прозерина

метилсульфата (таблица). 

Обработку результатов исследо�

вания проводили методом вариаци�

онной статистики с использованием

t�критерия Стьюдента, а также с по�

мощью программы ToxCalc  v.5.0.23F

(Tidepool Scientific Software; USA). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Токсичность. Согласно класси�

фикации [28], моноониевый пири�

мидинофан (соединение 4) — "ма�

лотоксичен", тогда как бисониевый

пиримидинофан (соединение 5) —

"умеренно"/"высокотоксичен" (мы�

ши, в/б,таблица).

В картине острого отравления

мышей, крыс, морских свинок, кро�

ликов, кошек и собак (72 ч наблюде�

ния) соединениями 1�3 доминируют

симптомы холиномиметического

гипервозбуждения, характерные для

действия антихолинэстеразных

средств [26, 29], а именно: избыточ�

ная саливация, бронхорея, слезоте�

чение (часто хромодакриорея у крыс

и мышей), мочеиспускание, диарея,

бронхоспазм, одышка, цианоз [3]. В

скелетных мышцах наблюдаются

признаки холинергической блока�

ды, сопровождающейся генерализо�

ванными фасцикуляциями, судо�

рожными подергиваниями, выра�

женной слабостью и "вялым" пара�

личем локомоторных мышц, разви�

тием острого респираторного пареза

вплоть до апноэ. Уровни токсичнос�

ти соединений 1�3 сопоставимы с

токсичностью прозерина.

Напротив, в картине острого от�

равления животных пиримидино�
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фанами (соединения 4 и 5) во всем

диапазоне изученных доз (от 0,1 до

150,0 мкМ/кг) доминируют исклю�

чительно симптомы холинергичес�

кой блокады, характерные для

действия периферических миоре�

лаксантов типа d�тубокурарина [21,

29], а именно: адинамия, снижение

тонуса скелетных мышц, миорелак�

сация конечностей по типу "вялого"

паралича, одышка и остановка ды�

хания. Уровни токсичности обоих

пиримидинофанов существенно ус�

тупают таковой  d�тубокурарина.

Антихолинэстеразные симптомы

отсутствуют в обоих случаях. В опы�

тах на кроликах параметры токсич�

ности наиболее активного пирими�

динофана (соединение 5) следую�

щие: ЛД99=1,96 (1,66÷2,31) мкМ/кг,

в диапазоне доз 0,5�1,0 мкМ/кг наб�

людается отчетливый "симптом

склонения головы", исчезающий че�

рез 20�30 мин после введения.

Эффективность (ЭД50) и широта
эффективного действия (ЛД50/ЭД50).
Миорелаксантные дозы ацикличес�

ких ингибиторов АХЭ (соединения

1�3) в тесте "бег на третбане" досто�

верно (p<0,05) отличаются от смер�

тельных доз (ЛД50/ЭД50=20,1�39,0),

что свидетельствует о достаточно

высоком уровне избирательности их

действия в отношении локомотор�

ных мышц [3, 7, 8]. Уровни миоре�

лаксантой активности соединений

2, 3 достоверно (p<0,05) выше, чем у

прозерина. 

Напротив, миорелаксантные до�

зы пиримидинофанов (соединения

4 и 5) мало отличаются от смертель�

ных доз (ЛД50/ЭД50 не выше 3,0; см.

таблицу). Столь низкие показатели

безопасности изученных пирими�

динофанов свидетельствуют о низ�

ком уровне избирательности их

действия в отношении локомотор�

ных мышц, что, впрочем, характер�

но для всех известных периферичес�

ких миорелаксантов [21]. Время

наступления миорелаксантного эф�

фекта — 10�15 мин. Длительность

миорелаксации у мышей в тесте "бег

на третбане", вызываемая обоими

пиримидинофанами в дозах ЭД75�

ЭД99, не превышает 1 часа, что су�

щественно ниже, чем у соединений

1 и 3 (2�5 суток [3, 8]). 

Анализ зависимости "структура"
активность". Как видно из таблицы ,

переход от моноониевых ацикли�

ческих ингибиторов АХЭ 1 и 2 к

изоструктурному пиримидинофану

4 влечет за собой существенное сни�

жение токсичности, миорелаксант�

ной активности и широты действия;

симптоматика отравления живот�

ных меняется от чрезвычайно выра�

женного антихолинэстеразного (для

соединений 1 и 2) до типично кура�

реподобного (соединение 4). Анало�

гичная закономерность наблюдает�

ся при переходе от бисониевой

ациклической структуры (соедине�

ние 3) к ее макроциклическому ана�

логу (соединение 5).

Макроциклическое соединение

5 (содержит по два ониевых, ураци�

ловых и о�нитробензильных фраг�

мента), представляющее собой

"сдвоенную" молекулу пиримиди�

нофана 4 (содержит по одному они�

евому, урациловому и о�нитробен�

зильному фрагменту), по сравне�

нию с последним отличается суще�

ственно более высокими параметра�

ми токсичности и миорелаксантной

активности. Это согласуется с

представлением о тетрамерности Н�

ХР скелетной мускулатуры, что де�

лает их сравнительно малочувстви�

тельными к моноониевым вещест�

вам, но обеспечивает возможность

реакции с Н�ХР веществ, имеющих

две катионные группы, которые вза�

имодействуют сразу с двумя актив�

ными центрами рецептора [21, 22]. 

При переходе от ациклических

структур 1�3 к изоструктурным пи�

римидинофанам 4 и 5 наблюдается

кардинальная инверсия типа актив�

ности с выраженного антихолинэс�

теразного на слабый курареподоб�

ный, что говорит о важной роли

особенностей молекулярного уст�

Таблица

Параметры активности и безопасности ациклических соединений (1"3) 
и их макроциклических аналогов (пиримидинофанов; 4 и 5) на мышах

№№
соединений

ЛД50
(мкМ/кг, в/б)

Миорелаксантная активность.
ЭД50, (мкМ/кг, в/б; 

тест "бег на третбане")

Широта 
эффективного действия,

ЛД50/ЭД50

1
109,52*

93,61÷28,14

0,30

0,27÷0,34

20,10*

16,37÷23,83

2
2,61*

2,31÷2,95

0,12*

0,11÷0,13

21,75*

18,39÷25,11

3
1,17*

1,04÷1,31

0,03*

0,03÷0,04

39,00*

34,33÷43,67

4
109,52*

93,61÷128,14

62,15*

53,58÷72,09

1,76

1,35÷2,17

5
9,04*

7,80÷10,49

3,36*

2,89÷3,89

2,70

2,09÷3,31

Прозерин
1,53*

1,34÷1,74

0,39

0,34÷0,45

3,92

3,11÷4,73

d�Тубокурарин
0,67

0,59÷0,77

0,27

0,24÷0,30

2,50

2,02÷2,98

Примечание: *�p<0,05 по отношению к d�тубокурарину.
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ройства тетралкиламмониевых про�

изводных 6�метилурацила в обеспе�

чении активности, избирательности

и безопасности их действия в отно�

шении млекопитающих in vivo.

Происходящее при этом устранение

из спектра действия ониевых пири�

мидинофанов антихолинэстеразной

компоненты и явное доминирова�

ние курареподобной составляющей,

отрицательно отражается как на

уровне их миорелаксантной актив�

ности, так и безопасности. 

Нами проведены структурные

исследования как в кристалле, так и

в растворах, а также с использова�

нием расчетных методов обоих ти�

пов рассматриваемых пиримидино�

фанов с одним и двумя урациловы�

ми фрагментами — 7�бензилами�

но[11] (1,3)пиримидинофанов и

7,23�бис�(этиламино) [11,11] (1,3)

пиримидинофанов, соответственно.

Результаты этих  исследований бу�

дут в дальнейшем опубликованы.

Исходя из имеющихся данных пред�

полагается, что в растворах кватер�

низированных по мостиковым ато�

мам азота 7�бензиламино[11] (1,3)

пиримидинофанов и 7,23�бис�(эти�

ламино) [11,11] (1,3)пиримидино�

фанов и, в частности, в растворах

макроциклических соединений 4 и

5, доминируют "развернутые" кон�

формации с величинами торсион�

ных углов  1  4 150�1800 и простран�

ственно удаленными друг от друга

урациловым и бензиловым фраг�

ментами в пиримидинофане 4 и ура�

циловыми фрагментами в пирими�

динофане 5. 

На рис. 3 представлено схема�

тичное изображение предполагае�

мых нативных конформаций рас�

сматриваемых ациклических и мак�

роциклических соединений. Суще�

ственным отличием топологии сое�

динения 4 от таковой ациклических

соединений 1�3 является то, что во

всех конформациях этого макро�

циклического соединения атом ква�

тернизованного азота находится

практически на условной плоскости

В, проходящей через атомы С5, С2,

О2 урацильного кольца ортогональ�

но ему, тогда как в предполагаемых

нативных конформациях ацикли�

ческих изомеров 1 и 2 ониевый

центр располагается в областях

пространства Б и А, соответственно

(рис. 3). Соответственно и ортонит�

робензольный фрагмент в макро�

цикле 4 располагается вблизи (не

более 4 A) плоскости В, тогда как в

ациклических аналогах он сущест�

венно от нее удален . Именно этими

различиями в топологии (взаимной

ориентации фармакофорных групп

в пространстве) может быть объяс�

нено исчезновение антихолинэсте�

разной активности при переходе от

N1 и N3 монозамещенных пирими�

динов 1 и 2 к пиримидинофану 4. В

макроцикле 5 ортонитробензилам�

монийные фрагменты располагают�

ся формально в тех же областях

пространства, что и у его ацикли�

ческого аналога 3, тем не менее, ан�

тихолинэстеразная активность у

макроцикла 5 практически отсут�

ствует. В качестве возможной при�

чины этого можно предположить

следующее. Бензиламмонийные

фрагменты в соединениях 1�3 доста�

точно конформационно подвижны,

что позволяет ортонитробензоль�

ным кольцам комплиментарно

подстроиться под соответствующие

активные сайты (ароматические

фрагменты аминокислот Phen, Try,

Tyr) ПАП в устье ущелья активного

центра АХЭ (рис. 7). В тоже время

конформационная жесткость мак�

роцикла 5 не позволяет произвести

ортонитробензольным кольцам ана�

логичную тонкую подстройку ли�

ганд�мишень, а конформация бен�

зиламмонийных фрагментов, в ко�

торой они зафиксировались при за�

мыкании макроциклической систе�

мы, не является нативной. То есть,

взаимная ориентация ониевых груп�

пировок и 6�метилурацилового

фрагмента в макроциклах 4 и 5 не

является оптимальной для их взаи�

модействия с тем участком АХЭ, с

которым взаимодействуют ацикли�

ческие соединения 1�3 благодаря ре�

ализации у них нативных конформа�

ций с оптимальной топологией вза�

имной ориентации ониевых группи�

ровок и 6�метилурацилового фраг�

мента (рис. 3, области А и Б, рис. 7).

Макроциклические соединения

4 и 5 обладают теми же структурны�

ми элементами, что и ациклические

ингибиторы АХЭ, а именно, 6�ме�

тилурациловым фрагментом, пятью

метиленовыми группами в мостике

между атомами азота пиримидино�

вого цикла и атомами азота ониевой

группировки, о�нитробензилтриал�

киламмонийным фармакофором, и

инверсия типа активности у макро�

циклов может быть объяснена от�

личным от ациклических аналогов

расположением ониевой группи�

ровки относительно урацильного

фрагмента. При этом мы полагаем,

что как в случае ациклических, так и

макроциклических соединений 6�

метилурацильный фрагмент закреп�

ляется на одном и том же участке

АХЭ, и эффект ингибирования фер�

мента ациклическими соединения�

ми 1�3, по�видимому, обусловлен

именно "правильным" расположе�

нием о�нитробензилтриалкиламмо�

нийного фармакофора по отноше�

нию к пиримидиновому циклу. 

Таким образом, принимая во

внимание различную топологию

ациклических соединений 1�3, с од�

ной стороны, и макроциклов 4 и 5, с

другой, а также ярко выраженное

изменение проявляемой ими актив�

ности от антихолинэстеразной (сое�

динения 1�3) до курареподобной

(соединения 4 и 5),  при условии зак�

репления 6�метилурацилового фраг�

мента всех рассмотренных соедине�

ний на одном сайте активного участ�

ка АХЭ, в ингибиторах 1�3 ониевые

группировки располагаются на зна�

чительном удалении от условной

плоскости В и от места расположе�

ния бензиламмонийного фрагмента

макроцикла 4. Ониевые группиров�

ки макроцикла 5 в принципе могут

располагаться в той же области

пространства (поверхности фермен�

та), что и у его ациклического анало�

га 3, но конформация, в которой они

закреплены в макроциклической

системе, не является оптимальной

для их связывания с ферментом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Несмотря на различия в функ�

ции,  АХЭ и Н�ХР имеют очень

много общего в строении активных

центров. В результате многие анти�

холинэстеразные агенты, особенно

принадлежащие к классу ониевых

солей (оксазил, митолон и др.), ока�

зываются способными взаимодей�

ствовать с Н�ХР [26]. Это обстоя�

тельство, а также вся совокупность

полученных нами данных по соеди�

нениям 1�3 и их ациклическим анало�

гам [1�9] свидетельствуют о принци�

пиальной возможности разработки на

их базе средств для временной иммо�

билизации животных, способных

проявлять антидотный (курареподоб�

ный) эффект против собственного

смертельного действия, связанного с

"необратимым" ингибированием

АХЭ, и обеспечивать, тем самым,
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большую широту миопаралитическо�

го действия ("коэффициент безопас�

ности" по [21]). 

Макроциклы 4 и 5 также могут

рассматриваться в качестве прото�

типов как потенциальных курарепо�

добных, так и антихолинэстеразных

лекарственных средств. Известно,

что при включении в структуру чет�

вертичных аммониевых солей раз�

личных гетероциклических радика�

лов могут возникать значительные

стерические помехи при их взаимо�

действии с Н�ХР и соответствующее

снижение миорелаксантной актив�

ности [21]. Это возможно в том слу�

чае, если отсутствует комплимен�

тарность гетероциклических струк�

тур курареподобного миорелаксанта

"гидрофобным зонам" Н�ХР. Срав�

нительно низкие показатели миоре�

лаксантной активности макроцик�

лических соединений 4 и 5 свиде�

тельствуют либо о неоптимальном

(не комплиментарном) расположе�

нии всего макроцикла относительно

соответствующих узлов связывания

на Н�ХР, либо о фармакокинетичес�

ких затруднениях при движении

данных макроциклов к биомише�

ням нервно�мышечных синапсов. 

В этой связи обращают на себя

внимание некоторые общие эле�

менты строения наиболее клини�

чески значимых курареподобных

миорелаксантов. Подавляющее

большинство из них относится к

конформационно жестким молеку�

лам, у которых четвертичный атом

азота встроен в циклическую струк�

туру неароматической природы: d�

тубокурарин, диплацин, квалидил,

анатруксоний, диоксоний, атраку�

рий, мивакурий, панкуроний, веку�

роний, рокуроний; лишь у циклобу�

тония четвертичный атом азота на�

ходится в составе линейной струк�

туры [21, 30�32]. Отсюда перспекти�

вы дальнейшей химической моди�

фикации макроциклических соеди�

нений 4 и 5 в сторону усиления их

курареподобной активности видят�

ся на пути создания циклических

структур с различной степенью кон�

формационной жесткости. Это мо�

жет быть достигнуто путем варьиро�

вания числа метиленовых групп

между ониевым и урациловым фраг�

ментами, а также введения в состав

макроцикла других, менее гибких

спейсеров. Перспективы развития

данного направления оптимизации

структуры макроциклических сое�

динений 4 и 5 очевидны не только в

плане разработки на их основе пе�

риферических миорелаксантов, но

также в плане создания антидотов

от поражения фосфорорганически�

ми ингибиторами холинэстераз.

Так, описано пять ониевых солей

оксииминометилпиримидинов —

эффективных реактиваторов АХЭ,

ингибированных параоксоном [33]. 

Альтернативным путем оптими�

зации структуры макроциклических

соединений 4 и 5 может быть целе�

направленное усиление их антихоли�

нэстеразных свойств. На наш взгляд,

у пиримидинофанов с более высоки�

ми антихолинэстеразными свойства�

ми ониевые группировки должны

быть удалены от условной плоскости

В, проходящей через атомы С5, С2,

О2 урацилового фрагмента ортого�

нально ему (рис. 3). Это может быть

достигнуто, например, введением

мостика различной степени жест�

кости между кватернизированными

фрагментами. Такой подход связан с

приданием ониевым группировкам

в составе пиримидинофанов неко�

торой конформационной лабиль�

ности по сравнению с рассмотрен�

ными макроциклическими соеди�

нениями 4 и 5. Кроме того, учиты�

вая сравнительно низкие значения

миорелаксантной активности и из�

бирательности влияния на локомо�

торные мышцы макроциклических

соединений 4 и 5 с n=5, можно

предположить, что оптимальное

значение n может находиться в об�

ласти иных величин. В частности,

известно, что увеличение межкати�

онного расстояния в метониевых

структурах до n=20 может снижать

курареподобную, но увеличивать

антихолинэстеразную активность —

вещество ВС48 (демекарий) [21].

Этот факт может оказаться весьма

полезным с точки зрения направ�

ленного поиска лигандов с большой

избирательностью влияния на локо�

моторные мышцы (т.е. с

ЛД50/ЭД50>10,0) — свойство, кото�

рое, по нашим данным, реализуется

при обязательном соблюдении

принципа доминирования в спектре

действия тетраалкиламмониевого

лиганда антихолинэстеразной ком�

поненты над курареподобной при

строго определенном их соотноше�

нии [3, 4]. Предполагается, что изло�

женная схема модификации макро�

циклических соединений 4 и 5 мо�

жет привести к приросту их избира�

тельности действия в отношении

участков АХЭ, расположенных у

входа в "ущелье" активного центра

(ПАП АХЭ по [17, 20]), к существен�

ному усилению избирательной анти�

холинэстеразной компоненты

действия и к соответствующему при�

росту "фармакологической безопас�

ности" (ЛД50/ЭД50>10,0), подобному

тому, которая ранее была достигнута

нами для ациклических тетраалки�

ламмониевых ингибиторов холинэс�

тераз (соединения 1�3, [1�3]). 
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MIORELAXANT ACTIVITY OF ACYCLIC AND
MACROCYCLIC URACIL'S DERIVATIVES

Macrocycles containing 6�methyluracil fragments (pyrimidino�

phanes) with the same stuctural units as acyclic mono� and bis�tetraalky�

lammonium inhibitors of acetylcholinesterase based on 6�methyluracil

demonstrate the typical curare effects. The toxicity and miorelaxant lev�

els of pyrimidinophane with pentamethylene spacer containing two quat�

ernized nitrogen atoms substituted with three alkyl and one ortonitroben�

zyl radicals are significantly lower than of d�tubocurarine by "treadmill

running" test (mice, i/p); LD50/ED50 doesn't exceed 3,0. The influence of

acyclic and macrocyclic structure of compounds with 6�methyluracil

units upon their selectivity with respect to nicotinic acetylcholine recep�

tors and acetylcholinesterase of skeletal muscles is discussed.

В.В.Зобов, К.А.Петров, В.Е.Семенов, Р.Х.Гініятуллін,
А.Є.Ніколаєв, В.Д.Акамсін, І.В.Галяметдінова, А.А.Нафікова,

І.Є.Ісмаев, В.Є.Катаєв, Ш.К.Латипов, В.С.Резнік

МІОРЕЛАКСАНТНА АКТИВНІСТЬ
АЦИКЛІЧНИХ ТА МАКРОЦИКЛІЧНИХ

ПОХІДНИХ УРАЦИЛУ
Макроциклам, що містять 6�метилурацилові фрагменти�пи�

римідинофани, що є ізоструктурними до ациклічних моно�та

бістетраалкіламонієвих інгібіторів ацетилхолінестерази на основі

6�метилурацила, притаманні типові курареподібні властивості.

Рівні токсичності та міорелаксантної активності у тесті "біг на

третбані" (миші, в/очеревинно) піримідинофану, до складу якого

входить пентаметиленовий спейсер з двома кватернізованими ато�

мами азоту, які заміщені кожний трьома алкільними та орто�нітро�

бензильним радикалами, значно нижчі, ніж у d�тубокурарину;

ЛД50/ЕД50 не перевищує 3,0.

Обговорюється вплив ациклічної та макроциклічної структури

урацилвмісних сполук на вибірковість їх дії відносно Н�холіноре�

цепторів та ацетилхолінестерази скелетних м'язів.




