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Методом молекулярного докинга проведено моделирование комплексообразования 17 производ-
ных урацила с циклическими и ациклическими сера- и кислородсодержащими заместителями в пи-
римидиновом цикле с активными центрами изоформ циклооксигеназ (COX). Из набора протести-
рованных соединений выявлены два соединения-лидера, представляющие собой конъюгаты 5-гид-
рокси-1,3,6-триметилурацила с N-фталил-L-аминокислотами, которые могут быть эффективными
ингибиторами изоформ COX с повышенной селективностью действия в отношении фермента
COX-2, индуцируемого при воспалительных процессах в организме. Осуществлен синтез этих со-
единений и проведены их биологические испытания в условиях in vivo на четырех моделях воспале-
ния, вызванного введением каррагинана, лидокаина, яичного белка и формалина. Установлено, что
конъюгаты 5-гидрокси-1,3,6-триметилурацила с N-фталилаланином и N-фталилметионином обла-
дают выраженной противовоспалительной активностью и по эффективности противовоспалитель-
ного действия сопоставимы с лекарственным препаратом Ортофеном. Приведена оценка изоэн-
зим-специфического ингибирования ферментов-изоформ COX, выявлена выраженная противо-
воспалительная активность полученных соединений.
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противовоспалительная активность, изоформы циклооксигеназ (COX-1/COX-2), стерическая компле-
ментарность, аффинность
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ВВЕДЕНИЕ

Производные пиримидина, модифицирован-
ные по положениям N1, N3, C5 и C6, обладают
широким спектром фармакологической активно-
сти, включая противоопухолевую, иммуномоду-
лирующую, гепатопротекторную, а также анти-
окислительную и противовоспалительную актив-
ность в сочетании с умеренной или низкой
токсичностью [1–6]. В настоящее время ведется
активный поиск новых лекарственных средств с
выраженным противовоспалительным действием

среди производных данного класса органических
соединений [7].

Известно, что противовоспалительное дей-
ствие органических соединений может быть реа-
лизовано в живых системах по нескольким меха-
низмам: ингибирование фосфолипазы А2, цикло-
оксигеназы-2 (COX-2) или обеих изоформ
циклооксигеназ (COX-1 и COX-2), 5-липоксиге-
назы, лейкотриен-А4-гидролазы и т.д. [8–15].
При этом в научной медицинской литературе
имеется большое количество данных о том, что
использование противовоспалительных лекар-
ственных средств стероидной природы, снижаю-
щих каталитическую активность фосфолипазы А2,
способствует развитию выраженных побочных
эффектов, таких как увеличение индекса массы те-
ла, тяжелые депрессивные состояния и др. [14–17].

Сокращения: COX – циклооксигеназа; IC50 – концентра-
ция полумаксимального ингибирования; НПВП – нестеро-
идный противовоспалительный лекарственный препарат.
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В этой связи в настоящее время ведется активный
поиск нестероидных противовоспалительных
лекарственных средств. Однако при разработке
нестероидных противовоспалительных лекар-
ственных препаратов (НПВП) нового поколе-
ния актуальной проблемой оказывается иссле-
дование селективности их действия в отноше-
нии изоформ COX.

COX представляет собой гемсодержащий фер-
мент, который катализирует реакцию биосинтеза
простагландинов и тромбоксанов из арахидоно-
вой кислоты [18–26]. Он существует в двух изо-
формах: циклооксигеназа-1 (COX-1) и циклоок-
сигеназа-2 (COX-2) [20–25], которые гомологич-
ны друг другу на 60%. Известно, что COX-1 – это
конститутивный фермент, присутствующий в
тканях млекопитающих практически повсемест-
но [18–24]. В тромбоцитах COX-1 обеспечивает
превращение арахидоновой кислоты в тромбок-
сан [18–22]. Ингибирование каталитической ак-
тивности COX-1 при приеме неселективных
НПВП приводит к повреждению стенки желудка
и развитию язв [22–24]. COX-2 в обычных усло-
виях присутствует в мозге и корковом слое почек
[18–20]. В других тканях COX-2 индуцируется
при воспалении [20–24]. Кроме того, в литерату-
ре имеется множество фактов, подтверждающих
участие COX-2 в канцерогенезе кишечника и мо-
лочных желез [18–24]. Все вышеперечисленные
данные позволяют заключить, что поиск соеди-
нений, обладающих выраженной противовоспа-
лительной активностью и высокой селективно-
стью в отношении COX-2, оказывается также не-
рациональным. В этой связи разработка новых
эффективных НПВП, характеризующихся уме-
ренным фармакологическим профилем и умерен-
ной активностью в отношении COX-2, можно счи-
тать актуальной научно-практической задачей.

К настоящему времени в научной литературе
накоплен значительный объем количественной
информации по эффективности ингибирования
активности изоформ COX разными классами
биологически активных веществ. В этих условиях
эмпирический поиск органических соединений,
обладающих повышенной избирательностью
действия в отношении COX-2, без привлечения
методов компьютерной химии представляет со-
бой трудновыполнимую задачу, требующую зна-
чительных временных затрат [25–32]. По этим же
причинам синтез новых биологически активных
веществ, основанный исключительно на интуи-
тивном опыте исследователя, также нерациона-
лен. Современным и более эффективным спосо-
бом решения научных и практических задач поис-
ка новых эффективных потенциальных лекарств
среди разных классов гетероциклических соеди-
нений оказывается привлечение методов вирту-

ального скрининга, базирующихся на изучении
стерической комплементарности органических
соединений с активными центрами ферментов и
рецепторов. Эти методы позволяют уже на на-
чальных стадиях создания потенциальных лекар-
ственных соединений предсказывать их биологи-
ческую активность [27–32] и, следовательно, от-
бирать соединения-лидеры для дальнейших
доклинических и клинических испытаний.

Цель настоящей работы – изучение возмож-
ности ингибирования каталитической активно-
сти изоформ COX производными пиримидина,
модифицированными по положениям N1, N3, C5
и C6, с гетероциклическими и ациклическими за-
местителями, селективности действия этих со-
единений в отношении COX-1 и COX-2, а также
их противовоспалительной активности in silico и
in vivo.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Молекулярный докинг. На первом этапе скри-

нинговых исследований нами была изучена сте-
рическая комплементарность и аффинность со-
единений (I–XVII) (табл. 1) (соединения (I–XV)
синтезированы ранее [33]) к активным центрам
изоформ COX методом молекулярного докинга с
использованием программы AutoDock 4.2
(Scripps Research, США). Результаты этих иссле-
дований приведены в табл. 2. Анализ данных по-
казал, что из 17 протестированных соединений
только лиганды (XVI) и (XVII), содержащие в ка-
честве заместителей в положении R3 достаточно
объемный полярный 2-замещенный изоиндо-
лин-1,3-дионовый фрагмент, характеризуются
сравнительно высокими численными значения-
ми свободных энергий связывания с активными
центрами изоформ COX, сопоставимыми с ана-
логичными характеристиками для референсных
ингибиторов данных ферментов – действующих
веществ НПВП Диклофенак, Флурбипрофен и
Целекоксиб. Программа AutoDock 4.2 присваива-
ет достаточно высокие численные значения оце-
ночных функций этим соединениям благодаря их
способности образовывать водородные связи, а
также участию в образовании полярных и Т-стэкин-
говых взаимодействий с активными центрами изо-
форм COX. В частности, положение соединений
(XVI) и (XVII) в активном центре COX-1 и COX-2
стабилизируют водородные связи и полярные взаи-
модействия с Tyr355 и Met522, а также Т-стэкин-
говые взаимодействия с His90, Tyr355 и Trp387
(рис. 1). На основании этих данных можно пред-
положить, что структуры моделируемых соедине-
ний (XVI) и (XVII) способны в пуле изоформ COX
замещать арахидоновую кислоту. Установлено,
что вследствие достаточно высокого структурного
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Таблица 1. Производные пиримидина, модифицированные по положениям N1, N3, C5 и C6

Соединение R1 R2 R3 R4

(I) H CH3 OH CH3

(II) CH3 CH3 OH CH3

(III) CH3 CH3 OCH3 CH3

(IV) –CH2CH2SC4H9-i –CH2CH2SC4H9-i H CH3

(V) –CH2CH2SC4H9-i –CH2CH2SC4H9-i –OCH2CH2SC4H9-i CH3

(VI) –CH2CH2SC4H9-i –CH2CH2SC4H9-i OH CH3

(VII) H –CH2CH2SC4H9-i H CH3

(VIII) CH3 CH3 –OCH2CH2SC4H9 CH3

(IX) –CH2CH2SC4H9 CH3 –OCH2CH2SC4H9 CH3

(X) –CH2CH2SOC4H9-i –CH2CH2SOC4H9-i H CH3

(XI) H –CH2CH2SOC4H9-i H CH3

(XII) –CH2CH2SOC4H9-i –CH2CH2SOC4H9-i OH CH3

(XIII) –CH2CH2SOC4H9-i –CH2CH2SOC4H9-i –OCH2CH2SOC4H9-i CH3

(XIV) –CH2CH2SOC4H9 CH3 –OCH2CH2SOC4H9 H

(XV) CH3 CH3 –OCH2CH2SOC4H9 H

(XVI) CH3 CH3 CH3

(XVII) CH3 CH3 CH3

N

N

O
R2

O
R1
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R4
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сходства они позиционируются в активных цен-
трах данных ферментов в том же кластере, что и
структуры действующего вещества НПВП Целе-
коксиб и соединения SC-558 (рис. 2). Кроме того,
анализ данных табл. 3 позволяет заключить, что
оба соединения-лидера будут преимущественно
ингибировать каталитическую активность COX-
2, и, следовательно, не исключено, что в докли-
нических испытаниях они могут обнаружить на-

ряду с противовоспалительным выраженный
кардиотоксический эффект.

Остальные лиганды, содержащие ацикличе-
ские сера- и кислородсодержащие заместители в
положениях R1, R2 и R3, образуют меньшее число
водородных связей (преимущественно с Arg120,
Met522 и Val523) по сравнению с соединениями
(XVI) и (XVII) и характеризуются низкими значе-
ниями оценочной функции. Следует ожидать,

Таблица 2. Результаты докинга активных центров COX-1 и COX-2

Соединение или 
препарат

COX-1 COX-2

свободная энергия 
связывания, 
ккал/моль

количество докинг- 
решений в первом 

кластере

свободная энергия 
связывания, 
ккал/моль

количество докинг- 
решений в первом 

кластере

(I) –4.70 9 –4.60 10

(II) –5.05 8 –4.90 11

(III) –5.04 8 –4.90 8

(IV) –5.87 11 –6.71 10

(V) –5.00 10 –6.03 6

(VI) –6.20 9 –5.76 10

(VII) –6.01 9 –6.28 12

(VIII) –5.89 11 –5.78 12

(IX) –6.03 10 –6.42 12

(X) –6.53 10 –6.88 13

(XI) –6.51 9 –6.56 13

(XII) –4.00 8 –6.66 12

(XIII) –4.00 8 –3.90 9

(XIV) –6.09 10 –7.15 10

(XV) –6.31 10 –6.22 5

(XVI) –8.45 12 –9.67 10

(XVII) –7.98 10 –9.58 8

Целекоксиб –10.01 12 –10.27 20

SC-558 – – –10.09 20

Диклофенак –8.41 14 –7.55 10

Флурбипрофен –8.01 19 – –

Арахидоновая кислота –5.80 10 –6.45 10
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Рис. 1. Позиционирование соединений (XVI) и (XVII) в активном центре COX-1 (а) и COX-2 (б).
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Рис. 2. Структуры референсных ингибиторов изоформ COX-1 и COX-2.
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что в условиях in vivo они могут не обнаружить
противовоспалительного действия и по этой при-
чине в дальнейшем не рассматривались.

Таким образом, результаты оценки стериче-
ской комплементарности и аффинности соеди-
нений (XVI) и (XVII) к активным центрам изо-
форм COX свидетельствуют о том, что оба соедине-
ния перспективны для дальнейших исследований in
vivo. Мы осуществили синтез этих соединений и
провели испытания их противовоспалительной
активности in vivo.

Синтез хлорангидридов N-фталоилзащищенных
аминокислот с 5-гидрокси-1,3,6-триметилураци-
лом. Конъюгаты 5-гидрокси-1,3,6-триметилура-
цила с аминокислотами аланином и метионином
(XVI) и (XVII) были получены ацилированием
5-гидрокси-1,3,6-триметилурацила хлорангидри-
дами соответствующих N-фталимидзaщищенных
аминокислот. Реакцию проводили в хлористом
метилене СH2Cl2 в присутствии K2CO3 при ком-
натной температуре (схема 1).

Схема 1. Получение конъюгатов 5-гидрокси-1,3,6-триметилурацила 
с N-фталоил-защищенными аминокислотами.
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Индивидуальность синтезированных соедине-
ний подтверждена методом тонкослойной хрома-
тографии, структуры синтезированных соедине-
ний доказаны на основании спектральных дан-
ных. Так, в спектре 1Н-ЯМР всех полученных
соединений, зарегистрированных в дейтериро-
ванном хлороформе, наблюдается появление сиг-
налов протонов ароматического ядра фталильной
группы в области 7.74 и 7.86 м.д., сигнала протона
метиленовой группы в области 5.2 м.д. Исчезно-
вение сигналов протона OH-группы доказывает
образование продуктов реакции.

Противовоспалительная активность соединений
(XVI) и (XVII). Противовоспалительная актив-
ность соединений (XVI) и (XVII) была изучена
in vivo на белых мышах обоих полов в сравнении с
Ортофеном (лекарственным препаратом проти-
вовоспалительного действия, входящим в число
жизненно необходимых и важнейших лекар-
ственных средств) на четырех моделях воспале-
ния, вызванного введением формалина, карраги-
нана, яичного белка и лидокаина. Результаты

этих исследований приведены в табл. 4. Получен-
ные данные позволяют заключить, что конъюга-
ты (XVI) и (XVII) обладают выраженным проти-
вовоспалительным эффектом в дозе 50 мг/кг и по
эффективности противовоспалительного дей-
ствия сопоставимы с Ортофеном на всех моделях
воспаления.

Изоэнзим-специфического ингибирование COX-1
и COX-2. Как известно, COX-1 участвует в регу-
ляции клеточного гомеостаза. COX-2 регулирует
биосинтез простагландинов при остром воспале-
нии и служит ключевым ферментом противовос-
палительной активности для НПВП. Для оценки
селективности действия соединений (XVI) и
(XVII) в отношении изоформ COX-1 и COX-2 ис-
пользовали коммерческий набор COX Fluorescent
Inhibitor Screening Assay Kit (Cayman Chemical,
США), позволяющий оценить ингибирование
двух изоформ фермента во внеклеточной систе-
ме. Согласно полученным данным, для соедине-
ния (XVI) в концентрации 0.1, 1, 10 и 100 мкМ об-
наружено концентрационно-зависимое сниже-

Таблица 3. Влияние конъюгатов (XVI) и (XVII) на актив-
ность COX-1 и COX-2

Соединение IC50, мкM

COX-1

(XVI) 95.5 ± 3.4

(XVII) 1.0 ± 0.1

COX-2

(XVI) ~60.4 ± 7.9

(XVII) 11.7 ± 4.6
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ние активности COX-1; при концентрации
соединения (XVI) 95.5 ± 3.4 мкМ установлено ин-
гибирование фермента на 50%. Зависимый от
концентрации эффект в отношении COX-1 пока-
зан и для конъюгата (XVII), который уже в кон-
центрации 1.0 ± 0.1 мкМ на 50% ингибирует рабо-
ту фермента. Кроме того, соединение (XVI) в кон-
центрации 60.4 ± 7.9 мкМ, а соединение (XVII) в
концентрации 11.7 ± 4.6 мкМ в 2 раза ингибируют
активность COX-2 (табл. 3). Следовательно, селек-
тивность в отношении изоформ COX-2/COX-1 для
соединения (XVI) составляет 0.63, для соедине-
ния (XVII) – 11.7, для диклофенака – 0.68 [34].

Таким образом, соединения (XVI) и (XVII)
перспективны для дальнейших доклинических
испытаний в условиях in vivo с целью разработки
на их основе потенциальных лекарственных

средств с выраженным противовоспалительным
действием и повышенной избирательностью ин-
гибирующего действия в отношении COX-1 и
COX-2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Анализ структур синтезирован-
ных соединений выполняли на оборудовании
ЦКП “Химия” Института органической химии
им. Н.Д. Зелинского РАН. Спектры 1H- и 13C-ЯМР
(δ, м.д.) регистрировали на импульсных спектро-
метрах AMX-300 (Bruker, Германия) с рабочей
частотой 300.13 МГц (1H) и 75.47 МГц (13С) при
постоянной температуре образца 298 К в CDCl3.
Внутренний стандарт – тетраметилсилан (ТМС).
Оптическую активность измеряли на поляримет-
ре 241 MC (Perkin-Elmer, США) в трубке длиной
1 дм. Температуру плавления определяли на мик-
ростолике Boetius (Nagema, Германия). Тонко-
слойную хроматографию проводили на пласти-
нах Sorbfil ПТСХ-АФ-В (ЗАО “Сорбполимер”,
Краснодар, Россия), используя систему раство-
рителей СHCl3–EtOH 9 : 1. Пятна веществ обна-
руживали парами иода, нингидриновым прояви-
телем. Колоночную хроматографию проводили
на силикагеле MN Kieselgel 60 (Macherey-Nagel,
Германия).

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг
структур производных пиримидина (I–XVII) с ак-
тивными центрами изоформ COX проводили с
использованием программы AutoDock 4.2
(Scripps Research, США). В качестве моделей бел-
ков COX-1 и COX-2 выбрали, соответственно, це-
пи В и А макромолекул с кодами 3n8x и 1pxx в
банке данных белков PDB (http://www.rcsb.org).
Молекулы белков в ходе расчетов были жестки-
ми, в то время как молекулы лигандов – подвиж-
ными. Размер трехмерного бокса, в котором про-
водили молекулярный докинг лигандов, во всех
случаях составлял 50 шагов с разметкой шага
0.375 Å. За центр бокса принимали положение
естественного субстрата данных ферментов –
арахидоновой кислоты и структур референсных
ингибиторов изоформ COX, представляющих со-
бой активные компоненты нестероидных НПВП
Целекоксиб, Флурбипрофен, Диклофенак и со-
единения SC-558 (рис. 1). Поиск биологически
активных конформаций осуществляли на основе
ламарковского генетического алгоритма с пара-
метрами по умолчанию, за исключением угла
вращения вокруг ординарных связей и враща-
тельного движения молекул, которые были рав-
ны 30°. Решения докинга кластеризовали на ос-
нове величины RMSD = 2.0 Å. Оценку эффек-

Таблица 4. Противовоспалительная активность конъ-
югатов (XVI) и (XVII) in vivo на разных моделях воспа-
ления

Примечание: соединения (XVI) и (XVII) вводили в концен-
трации 50 мг/кг, лекарственный препарат Ортофен – в кон-
центрации 25 мг/кг.

Соединение 
или препарат

Увеличение 
отека лапок, %

Угнетение 
воспаления, %

1) Каррагинановая модель

(XVI) 37.9 ± 3.2 29.0

(XVII) 38.5 ± 5.0 27.9

Ортофен 36.8 ± 1.2 31.1

Контроль 53.4 ± 4.5 –

2) Лидокаиновая модель

(XVI) 36.9 ± 3.4 32.3

(XVII) 38.2 ± 1.8 29.9

Ортофен 38.1 ± 1.5 30.1

Контроль 54.5 ± 5.0 –

3) Белковая модель

(XVI) 43.4 ± 2.1 36.3

(XVII) 44.2 ± 4.1 35.1

Ортофен 40.2 ± 4.0 41.0

Контроль 68.2 ± 5.7 –

4) Формалиновая модель

(XVI) 37.2 ± 2.0 35.0

(XVII) 38.6 ± 3.5 32.6

Ортофен 33.3 ± 2.7 42.0

Контроль 57.3 ± 3.5 –
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тивности связывания лигандов (I–XVII) с
белками проводили по полуэмпирической оце-
ночной функции, заложенной в программе
AutoDock 4.2 (http://autodock.scripps.edu/), при на-
ложении силового поля AMBER [35].

Общая методика получения конъюгатов (XVI) и
(XVII). К раствору 0.17 г (0.001 моль) 5-гидрокси-
1,3,6-триметилурацила в 10 мл сухого хлористого
метилена присыпали 0.14 г (0.0015 моль) К2СО3.
Затем при перемешивании без доступа влаги в ре-
акционную смесь добавляли 0.0015 моль хлоран-
гидридов соответствующих N-фталиламинокис-
лот в 10 мл сухого хлористого метилена. Реакци-
онную смесь выдерживали с перемешиванием
при 20–22°С в течение 24 ч. Образовавшиеся про-
дукты в виде осадка отфильтровывали. Затем
фильтрат упаривали в вакууме водоструйного на-
соса. Остаток хроматографировали на колонке с
силикагелем, элюируя хлороформом.

1,3,6-Триметил-2,4-диоксо-1,2,3,4-тетрагидро-
пиримидин-5-ил-N-фталилаланинат (XVI). Беже-
вое кристаллическое вещество. Выход 360 мг
(98%), т. пл. 312°С (EtOH). Спектр 1Н-ЯМР: 1.79
(д, 3Н, СН-СН3); 2.18 (с, 3H, С6-СН3); 3.13 (c, 3Н,
N1-CH3); 3.42 (с, 3H, N3-CH3); 5.81 (д, 1H, СН);
7.58 (t, 1H, C2(Ar)-H); 7.58 (t, 1H, C3(Ar)-H); 7.81
(t, 1H, C1(Ar)-H); 7.81 (t, 1H, C4(Ar)-H). Спектр
13С-ЯМР: 12.60 (С6-СН3); 15.01 (CHСН3); 28.68
(N3-CH3); 31.91 (N1-CH3); 54.69 (СНCH3); 110.46
(С5); 123.57 (C1(Ar)); 123.57 (C4(Ar)); 132.53
(C5(Ar)); 132.53 (C6(Ar)); 133.90 (C2(Ar)); 133.90
(C3(Ar)); 146.86 (С2=О); 157.85 (С4=О); 166.77
(2С=О); 169.42 (С6); 180.11 (С=O).

1,3,6-Триметил-2,4-диоксо-1,2,3,4-тетрагидро-
пиримидин-5-ил-N-фталилметионинат (XVII).
Темно-бежевое кристаллическое вещество. Вы-
ход 451 мг (96%), т. пл. >320°С (EtOH). Спектр
1Н-ЯМР: 2.08 (c, 3Н, S-СН3); 2.43 (м, 2Н,
СH(СН2)SCH3); 2.51 (м, 2Н, СH(СН2)SCH3); 2.66
(c, 3Н, С6-СН3); 3.11 (c, 3Н, N1-CH3); 3.26 (c, 3H,
N3-CH3); 6.86 (м, 1H, СH(СН2)SCH3); 7.53 (t, 1H,
C2(Ar)-H); 7.53 (t, 1H, C3(Ar)-H); 7.84 (t, 1H,
C1(Ar)-H); 7.84 (t, 1H, C4(Ar)-H). Спектр
13С-ЯМР: 14.08 (СH(СН2)SCH3); 18.51 (C6); 27.80
(N3-CH3); 29.04 (СH(СН2)SCH3); 29.36 (N1-
CH3); 30.63 (СH(СН2)SCH3); 56.23
(СH(СН2)SCH3); 110.27 (С5); 123.68 (C1(Ar));
123.68 (C4(Ar)); 131.41 (C5(Ar)); 133.00 (C2(Ar));
133.00 (C3(Ar)); 148.40 (С2=О); 157.65 (С4=О);
169.32 (2С=О); 168.96 (C6); 181.81 (С=O).

Противовоспалительная активность соединений
(XVI) и (XVII). Противовоспалительную актив-
ность конъюгатов (XVI) и (XVII) в сравнении с

Ортофеном изучали in vivo на четырех моделях
воспаления, вызванного введением каррагинана,
лидокаина, яичного белка и формалина [36].

Опыты проводили на белых мышах Mus albus
officinarum обоего пола (n = 96) (возраст 30 дней,
масса 18–20 г, получены из питомника факуль-
тета биотехнологий и ветеринарной медицины
ФГБОУ ВО “Башкирский государственный аг-
рарный университет”), разделенных на 16 групп
по 6 животных в каждой. Каррагинановое, лидо-
каиновое, белковое и формалиновое воспаление
у мышей вызывали субплантарным введением
50 мкл флогогена (патогенного раздражителя,
вызывающего воспалительную реакцию) – 1%-
ного раствора каррагинана, 2%-ного раствора ли-
докаина, 15%-ного раствора яичного белка, 2%-
ного раствора формалина – в переднюю левую
лапку. Антифлогистическую активность исследу-
емых соединений оценивали по угнетению отека
воспаленной лапки мышей, вызванного введени-
ем флогогена. Соединения (XVI) и (XVII), а также
Ортофен в указанных концентрациях (табл. 4)
вводили внутрижелудочно в объеме 300 мкл за 1 ч
до введения флогогена, сразу после введения
флогогена и далее через 1 и 2 ч после введения
флогогена. Животным контрольной группы по
той же схеме вместо исследуемых веществ вводи-
ли физиологический раствор. Величину отека ла-
пок измеряли онкометрически [37] через 3 ч по-
сле введения флогогена.

Противовоспалительную активность рассчи-
тывали по формуле:

где Vк – среднее увеличение объема лапки в кон-
трольной группе, V0 – среднее увеличение объема
лапки в опытной группе животных.

Изоэнзим-специфическое ингибирование COX-1 и
COX-2. Метод определения изоэнзим-специфи-
ческого ингибирования COX-1 и COX-2 с помо-
щью набора COX Fluorescent Inhibitor Screening
Assay Kit (Cayman Chemical, США) основан на
реакции превращения арахидоновой кислоты в
нестабильный простагландин G2 (PGG2). Обра-
зовавшийся PGG2 реагирует с флуоресцентным
субстратом (ADHP), превращая последний в резо-
руфин. Резоруфин обладает высокой флуорес-
центной активностью, которая детектируется при
535–590 нм.

Валидацию набора COX Fluorescent Inhibitor
Screening Assay Kit проводили с помощью инги-
биторов COX-1 (SC-560) и COX-2 (DuP-697), по-
ставляемых в наборе. При концентрации, равной
IC50, данные соединения показали ~50%-ное ин-
гибирование ферментов: (54.38 ± 0.62)% для SC-560
(кат. № 760159, ингибитор COX-1, IC50 = 5 нM) и

( ) к 0Угнетение воспаления % – 10( ,) 0V V= ×
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(57.38 ± 8.23)% для DuP-697 (кат. № 760158, инги-
битор COX-2, IC50 = 25 нM). Процент ингибиро-

вания ферментов при инкубации с соединениями
(XVI) и (XVII) рассчитывали по формуле:

Базовая активность фермента – 0 мкM соеди-
нения. Селективность в отношении COX-2 или
COX-1 рассчитывали по соотношению IC50 со-
единения для данных изоформ.

Воздействие изучаемых соединений на актив-
ность COX-1 и COX-2 оценивали в трех независи-
мых экспериментах. Среднее арифметическое по
общей выборке данных и стандартную ошибку
среднего (SEM) находили с помощью модуля опи-
сательной статистики в программе Statistica 6.1
(StatSoft. Inc., США). Расчет IC50 активности
ферментов проводили с помощью модуля нели-
нейной регрессии с использованием логарифма
концентраций и нормализованных значений
процента ингибирования (log(inhibitor) vs. re-
sponse) в программе GraphPad Prism (версия 10;
GraphPad Software Inc., США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании результатов вычислительных

экспериментов с использованием программы
AutoDock 4.2, реализующей базовые принципы
метода молекулярного докинга, из 17 протестиро-
ванных производных урацила с циклическими и
ациклическими сера- и кислородсодержащими
заместителями в пиримидиновом цикле для син-
теза отобраны два соединения-лидера (XVI) и
(XVII), которые теоретически могут быть эффек-
тивными ингибиторами обеих форм COX, а сле-
довательно, обладать выраженным противовос-
палительным действием in vivo. Эти соединения
представляют собой конъюгаты 5-гидрокси-
1,3,6-триметилурацила с N-фталил-L-аминокис-
лотами. Сравнительный анализ свободных энер-
гий связывания, рассчитанных с использованием
скоринг-функции AutoDock 4.2, позволил пред-
положить, что оба этих соединения будут отли-
чаться повышенной селективностью действия в
отношении COX-2. Хлорангидридным методом
осуществлен синтез соединений (XVI) и (XVII),
методом хроматографии доказана индивидуаль-
ность полученных соединений, структура соеди-
нений подтверждена с помощью ЯМР. В резуль-
тате биологических испытаний in vivo на мышах
на четырех моделях воспаления, вызванного вве-
дением каррагинана, лидокаина, яичного белка и

формалина, показано, что полученные конъюга-
ты (XVI) и (XVII) действительно обладают выра-
женной противовоспалительной активностью,
сопоставимой с лекарственным препаратом Ор-
тофеном. Однако результаты оценки изоэнзим-
специфического ингибирования ферментов изо-
форм COX свидетельствуют о том, что только со-
единение (XVII) оказалось селективным ингибито-
ром COX-2, в то время как соединение (XVI) харак-
теризуется повышенной селективностью действия
в отношении COX-1 и, следовательно, в клиниче-
ских условиях может обнаружить выраженный га-
стро- и нефротоксический эффект. Оба соедине-
ния перспективны для дальнейших исследований
в качестве потенциальных противовоспалитель-
ных лекарственных средств.
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Synthesis and Investigation of Anti-Inflammatory Activity of New Pyrimidine 
Derivatives – Inhibitors of Cyclooxygenase Isoforms
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The molecular docking method was used to simulate the complexation of 17 uracil derivatives with cyclic and
acyclic sulfur- and oxygen-containing substituents in the pyrimidine cycle, with active centers of cyclooxy-
genase isoforms (COX). From the set of tested compounds, 2 hit compounds were identified, which are con-
jugates of 5-hydroxy-1,3,6-trimethyluracil with N-phthalyl-L-amino acids, which can be effective inhibitors
of cyclooxygenase isoforms with increased selectivity of action against the enzyme cyclooxygenase-2, in-
duced during inflammatory processes in the body. The synthesis of these compounds by the chlorohydride
method was carried out, the individuality of the substances obtained by nuclear magnetic resonance was
proved and their biological tests were carried out in vivo on models of inflammation caused by carrageenan,
lidocaine, egg white and formalin. It was found that conjugates of 5-hydroxy-1,3,6-trimethyluracil with
N-phthalylalanine and N-phthalylmethionine have pronounced anti-inflammatory activity and are compa-
rable to Orthophene in terms of the effectiveness of anti-inflammatory action. The evaluation of the isoen-
zyme-specific inhibition of enzymes-isoforms of NOX, which revealed the pronounced anti-inflammatory
activity of the compounds obtained.

Keywords: 5-hydroxy-1,3,6-trimethyluracil, natural amino acids, molecular docking, anti-inflammatory activity,
isoforms of cyclooxygenase (COX-1/COX-2), steric complementarity, affinity


