
АКАДЕМИЯ НАУК СССР

УСПЕХИ ХИМИИ
ВЫПУСК 10 ОКТЯБРЬ—1983 ТОМ LI1

МОСКВА ЖУРНАЛ ОСНОВАН В 1932 ГОДУ
ВЫХОДИТ 12 РАЗ В ГОД

УДК 547.241; 577.15:577.153

ФОСФОРИЛИРОВАННЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ АЛКАЛОИДОВ
И АЗОТСОДЕРЖАЩИХ ГЕТЕРОЦИКЛОВ — ИНГИБИТОРЫ

ХОЛИНЭСТЕРАЗ

Садыков А. С, Далимов Д. И., Годовиков Н. Н.

В обзоре рассмотрены синтез и антихолинэстеразная активность фос-
форилированных производных некоторых алкалоидов и азотсодержащих ге-
тероциклов. Показано, что при ингибировании каталитической активности
холинэстераз важную роль играют конформационные свойства остатков
алкалоидов и азотсодержащих гетероциклов, входящих в состав молекулы
фосфорорганического ингибитора (ФОИ). При этом в зависимости от хими-
ческой структуры изменяется и тип ингибирования холинэстераз.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Для многих эфиров кислот пятивалентного фосфора характерна
способность необратимо ингибировать холинэстеразы. Известно, что
этот процесс протекает через две основные стадии: сорбцию ингибито-
ра на активной поверхности фермента и фосфорилирование этого цент-
ра. Способность ФОИ к сорбции на активной поверхности холинэсте-
раз зависит от наличия в юс молекуле каких-либо ониевых, дипольных
и гидрофобных группировок. Вторая стадия процесса ингибирования
определяется электрофильной фосфорилирующей способностью ФОИ,
которая обусловлена характером связанных с атомом фосфора заме-
стителей [1—14].

Большинство исследователей, изучающих связь между строением
ФОИ и их антихолинэстеразной активностью, главное внимание уделя-
ли именно эдектрофильной фосфорилирующей способности этих ве-
ществ. Сделано много попыток найти взаимосвязь между электрофиль-
ной фосфорилирующей способностью ФОИ и их антихолинэстеразными
свойствами. Например, гидролизуемостью ФОИ и величинами концент-
рации ингибитора, понижающими активность холинэстераз на 50%
(750); константами скорости ингибирования (&2) с одной стороны и кон-
стантами Гаммета а, Тафта о*, Кабачника а* с другой. Однако лишь в
немногих случаях наблюдалась прямая зависимость между этими пара-
метрами [1 —13].

В работах Кабачншф, Бресткина, Михельсона, Розенгарта и Годо-
викова с сотруд. [15—17] показано, что в процессе ингибирования хо-
линэстераз ФОИ важную, а иногда и решающую роль играют гидро-
фобные взаимодействия ФОИ с активной поверхностью фермента. Од-
нако до последнего времени не учитывалась роль конформации ФОИ
при взаимодействии их с холинэстеразами. Поэтому А. С. Садыковым
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с сотр. были предприняты исследования по синтезу и изучению антихо-
линэстеразной активности фосфорорганических соединений, содержа-
щих остатки алкалоидов. Поскольку алкалоиды могут существовать в
различных устойчивых конформационных формах, то это позволило
оценить влияние конформации ФОИ на их способность ингибировать
холинэстеразы.

II. СИНТЕЗ

Для изучения выше указанных вопросов были синтезированы фос-
форилированные производные алкалоидов и азотсодержащих гетеро-
циклов с логически изменяющейся структурой и изучена их антихолин-
эстеразная активность. В качестве объектов исследования были выбра-
ны фосфорилированные лупинин, эпилупинин, анабазин, цитизин, де-
кагидрохинолин, тетрагидрохинолин, 8-оксихинолин, а-, [}-, ч-пипеколи-
ны, 2,6-диметилпиперидин, пиперидин и морфолин. Синтез этих веществ
осуществляли известными методами (см. схемы 1—3) [18—25].

RO S_

+

K+

R = C2H6; я - C3H

+ HelR1 -

7-, N - C 4 H 9 ;

Схема 1

Диалкилтиофосфаты

—S» P

RO SR'

(I)-(XXXIII)

в-С5Нц'1 изо-С 3 Н 7 ; U30-C4H9

R' = CH,—

(I)-(VII); (VHI)-(XIV);

(XV)-(XXI);

N ' (xxii)-(xxvm);

CH,CII,—

(XXIX)-(XXXIII)

C I I 2 — G H 2 —

Схема 2
Диэтилфосфаты

С2Н5ОЧ /yO C2H5O. . 0

У?{ + R'OH -* }P{
N C 1 С Д О 7 N 0 R '

(XXXIV) - (XLVI)

' (XXXIV); I I (XXXV);

;Hj—cir2— (xxxix); (XLII);

(XLIV); (XLV); (XLVI)
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Схема 3
О, О-Диалкилметилфосфонаты

СН3 .О С Н З Ч у э
> P f -f R'OH (CH.).N^ \ p / -

RCK \C1 RCK 4 ) R '

(XLVII)—(LX)

R = C 3 H 7 - C 6 H 1 3 ; СН3О(СН2)„; С2Н5О (СН2)„;

/1 = 2—5

R' =

(LVII)-(LX);

CII 2 CH 2 —

СП,

(XLVII)-(LI);
C H 2 C I I 2 —

1Л1)-(LVD

Для большинства этих соединений получены соответствующие иод-
метилаты. Физико-химические константы синтезированных веществ
приведены в табл. 1—4.

Антихолинэстеразную активность синтезированных соединений оп-
ределяли на ферментных препаратах: ацетилхолинэстераза эритроци-
тов крови человека, с удельной активностью 2Е/шг (К.Ф.1.1.7) (АХЭ),
бутирилхолинэстераза сыворотки крови лошади с удельной активно-
стью 29£/мг (К. Ф.3.1.1.8) (БуХЭ). Обратимую и необратимую ингиби-
рующую активность оценивали величинами Kt (константа равновесия
обратимого ингибирования) и кг соответственно. Эти константы нахо-
дили известными методами, описанными в работах [26—28].

III. НЕОБРАТИМОЕ ИНГИБИРОВАНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗ

Наиболее характерным для взаимодействия ФОИ с холинэстераза-
ми является необратимое ингибирование этих ферментов. Как правило,
эффектом необратимого ингибирования обладают тиоловые зфиры кис-
лот пятивалентного фосфора. Поэтому был синтезирован ряд диалкил-
тиофосфатов, содержащих в тиоэфирной группе остатки алкалоидов и
изучена их антихолинэстеразная активность.

Так, изучение антихолинэстеразной активности О,О-диалкилтиофос-
фатов, полученных на основе алкалоидов лупинина и эпилупинина
(I) — (XIV) и их иодметилатов (Г—XIV) показало, что все изученные
соединения являются сильными ингибиторами холинэстераз необра-
тимого вида действия [29, 30]. Как видно из табл. 5 и б удлинение ал-
кильных радикалов нормального строения от этильного до я-амильного
в ряду обоих типов ФОИ (I) — (XIV) приводит к усилению антихолин-
эстеразной активности по отношению к ацетилхолинэстеразе (для лу-
пининовых производных в 27 раз, для эпилупининовых производных в
90 раз). Это указывает на то, что зависимость ингибирующей актив-
ности от длины алкильных радикалов для О,О-диалкил-8-лупинантио-
фосфатов выражена слабее, чем у аналогичных соединений эпилупини-
на.

CILS.

(I)-(VII) (r)-(vn')
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ТАБЛИЦА 1

О.О-Диалкил-в-лупинантиофосфаты (I)—(VII),
О,О-диалкил-8-эпилупинантиофосфаты (VIII)—(XIV) и их иодметилаты (Г)—(VII'), (VIII')—(XIV) [20, 22, 24]

Соединения

(I)
(П)
(III)
(IV)
(V)
(VI)
(VII)

(VIII)
(IX)
(X)
(XI)
(XII)
(XIII)
(XIV)

R

С2Н5

к-СзН?
к-С4Н9

к-СзНц
изо-СзН?
ызо-С4Н9

иэо-С5Нц

С 2Н 5

н-С3Н7

«-С4Н9

к-С5Н,1
изо-С3Н7

изо-С4Н9

изо-С5Нц

R'

сн 2 —

, ^7
/ 1^1
\ж Им /

Is '

J—сн„—

/ \ л •
\ « \У]и //̂  '

20
" D

1,4911
1,4961
1,4921
1,4902
1,4944
1,4911
1,4890

1,4950
1,4981
1,5005
1,4853
1,4943 '
1,4907
1,4920

М о

—19,15
—24,10
—16,42
—18,44
—9,25

—26,03
— 14,49

+ 94,53
+ 66,08
+29,64
+54,65
+ 75,34
+78,06
+ 70,40

Соединения

(П
(II')
(ИГ)
(IV)
(V)
(VI')
(VII')

(VIII')
(IX')
(X')
(XI')
(Х1Г)
(XIII')
(XIV)

Иодметилаты

R'

сн,—
\ L-7

V (
\ \

СН3-Г

V ТТ 1
1 3 VT—^"^2—

п ы

127
107
102
114
120
111
107

131
103
133
96

137
119
105

Выход, %

90
87
20
69
84
75
63

83
67
78
59
64
58
70

О)
о
ел



ТАБЛИЦА 2

\-[(3-(Диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]амины

Соединения

(XV)
(XVI)
(XVII)
(XVIII)
(XIX)
(XX)
(XXI)

(XV)
(XVI')
(XVII')
(XVIII')
(XIX')
(XX')
(XXI')

(XXII)
(XXIII)
(XXIV)
(XXV)
(XXVI)
(XXVII)
(XXVIII)

(ХХ1Г)
(XXIII')
(XXIV)
(XXV)
(XXVI')
(XXVII')
(XXVIII')

(XXIX)
(XXX)
(XXXI)
(XXXII)
(XXXIII)

(XXIX')
(XXX')
(XXXI')
(XXXII')
(XXXIII')

(XV)—(XXXIII)
и их иодметилаты (XV)—(ХХХПГ) [21, 23J

R

С2Н5
я-С 3Н 7

я-С 4Н 9

к-С5Н„
изо-СзНг
«ЗО-С4Н9
мзо-С5Нц

С2Н5
н-С3Н7

Н-С4Н9
«-С5Н„
изо-С3Н7

мзо-С4Н9

мзо-СбНп

С2Н5
и-С3Н7

я-С 4Н 9

к-С5Н,1
изо-С3Н7

«30-С4Н9
мзо-CsHn

с 2 н 5

«-с3н7я-С 4Н 9

«-С5Нц
изо-С3Н7

ЫЗО-С4Н9
мзо-СоНц

С2Н5

я-С 3Н 7

н-С4Н9

K-CsHi,
ызо-С3Н7

С 2 Н 5

я-С 3Н 7

я-С 4Н 9

я - С 5 Н п

изо-СзНт

R'

/1
1— ы/ у, Му\ \

/

. -7
/ Ы

+ У1 /Г • Н3С—N / /

1 \У

/ "/
/ /

^ \ //-N

fir

^ \ / / x —

Vсп3- г

A
I/ \

ii 1
0

Д

|| |/ \ 1

II
0 < : u 3 - r

20
«й

1,5020
,4931
,4950

1,4919
,4900

1,4938
1,4887

—
—
—
—
—
—
—

,5201
,5156
,5001
,4982
,5112
,5061

1,5027

—
—
—
—
—
—

1,5245
1,5203
1,5186
1,5162
1,5234

—

'пл

—
—
—
—
—
—

101
94

117
110
113
87

127

_

—
—
—
—
—

104
117
121

*
*
*
*

—
—

—

96
109
115
141
123

Выход, %

71
53
76
69
75
81
67
—
75
81
53
77
83
61

59
65
68
65
74
66
58

54
65
77
69
49
61
55

51
67
62
76
71

70
62
75
59
51

• Продукт маслообразный.
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(VIII) -(XIV) (VIII1)- (XIV1)

Подобные изменения величины k2 в зависимости от длины алкиль-
ных радикалов алкоксильных групп наблюдаются и для соответствую-
щих иодметилатов (Г) — (XIV)- Сравнение ингибирующей активности
оснований (I) — (XIV) с их иодметилатами (Г) — (XIV) показывает,
что значения k2 для всех иодметилатов в 2—8 раз выше, чем для их не-
заряженных аналогов. Такое сравнительно небольшое повышение анти-
холинэстеразной активности иодметилатов объясняется тем, что при
рН 7,5, при котором проводились опыты, эти соединения находятся в
значительной степени в протонированной форме [29].

Из табл. 5, 6 и рис. 1, 2 видно, что для ФОИ, обоих рядов (I) —
(XIV), с разветвленными углеводородными радикалами алкоксильных
групп, наблюдается непрерывное возрастание антихолинэстеразной ак-
тивности по отношению к АХЭ. Аналогичная закономерность наблю-
дается для иодметилатов (I') — (XIV), но с более высокими значения-
ми k2.

Более сильная ингибирующая способность этих соединений по от-
ношению к БуХЭ, чем к АХЭ, вероятно, является следствием улучше-
ния условий гидрофобной сорбции алкоксильных групп на соответству-
ющих гидрофобных участках БуХЭ. Данный эффект не связан с индук-
тивным влиянием алкоксильных групп, так как значения pi\a соответ-
ствующих таутомерных кислот очень близки. Величины fe2 иодметила-
тов (I') — (XIV) в случае БухЭ, по отношению к k2 оснований (I) —
(XIV) увеличиваются незначительно (в 1,5—Зраза) [29, 30].

Определенный интерес представляет сопоставление антихолинэсте-
разной активности исследованных ФОИ по отношению к АХЭ и БуХЭ.
При сравнении данных, полученных для АХЭ и БуХЭ, можно отметить,
что для обоих рядов ФОИ (I) — (XIV) и их иодметилатов (Г) — (XIV)
способность ингибировать БуХЭ сильнее зависит от длины алкильных
радикалов алкоксильных групп, чем в случае АХЭ. В то же время по-

ТАБЛИЦА 3

соединени я

(XXXIV)
(XXXV)
(XXXVI)
(XXXVII)
(XXXVIII)
(XXXIX)
(XL)
(XLI)
(XLII)
(XLIII)
(XLIV)
(XLV)
(XLVI)

О,О-Диэтил-О-алкилфосфаты (XXIV) — (XLVI)

20

nD

1,4500
1,4512
1,4507
1,4765
1,4868
1,5210
1,4557
1,5547
1,4640
1,4895
1,4075
1,4674
1,4560

20

1,1354
1,0565
1,0519
1,0856
1,0935
1,1680
1,0510

—
1,0970
1,1273
1,0826
1,0848
1,0661

MRD

найдено

63,22
67,03
71,34
76,16
89,92
81,59
82,46

—
61,62
66,38
63,95
78,04
77,80

вычислено

63,76
66,73
71,35
76,48
90,67
82,12
83,01

—,
61,26
65,85
63,28
78,39
77,39

[25]

Выход,

74
71
64
58
62
87
63
72
69
58
83
76
78

155—156
151—153

*
*

103—105
95—96

*
53—55

*
*
*
*

82—84

Примечания. МЯц — молекулярная рефракция; * п л —температура плавления иодметилатов; выход
иодметилатов близкий к количественному.

Продукт маслообразный.
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ТАБЛИЦА 4

О,0-Диалкилметилфосфонаты (XLVH)—(LX) и их иодметилаты
(XLVH')-(LX') [17-19]

Соедине-
ния

ао
nD

(XLVH)
(XLVIII)
(XLIX)

(XLVIF)
(XLVIII')

(XLIX')
<L')
(LI')

(LII)
(LIU)
(LIV)
(LV)
(LVI)

(LII')
(LIII')
(LIV)
(LV)
(LVI')

(LVII)
(LVIII)
(LIX)
(LX)

(LVI(')
(LV1II')
(LIX')
(LX')

CH 3O(CH 2) 2

C2H5O(CH2)2

СНзО(СН2)3

СН3О(СН2)4

CH3OTCH2)5

CH3O(CH2)2

С2Н5О(СН2)2

СН3О(СН2)з
СН3О(СН2)4

СН3О(СН2)5

СН 3О(СН 2) 2

С2Н5О(СН2)2

СН 3О(СН 2) 2

СН3О(СН2)4

СН3О(СН2)5

СН 3О(СН 2) 2

С 2Н 5О(СН 2) 2

СНэО(СН2)з
СН3О(СН2)4

СН 3О(СН 2) 5

СзН7

С4Н9

с5н„

с 3н 7
С4Н9
С5Н11

1,5193
1,5103
1,4920
1,4860
1,4842

2 Г

СН„—СН,

Н 3 С —

сн2—сн2

1,5113
1,5041
1,4985
1,4905
1,4870

1,4598
1,4632
1,4697
1,4711

* Выхбд близкий к количественному
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45—46
48—48,5

128—129
137—138
142-143

94—95
113—114
98

104—105
69—70

81—81,5
70—71
68-68,5

74,5—75,5

13,2
12,4
20,5
20,0
16,0

47,1
44,0
45,4
40,0
43,3

72
69
55
54
61

68
66
56
58
54

82
76
79
68

92
86
88
94
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Рис. 1. Зависимость \gk2 от числа и степени разветвленности углеродных атомов (п)
в алкильном радикале алкоксильных групп при ингибировании АХЭ (сплошная линия /)
и БуХЭ (сплошная линия //) 0,0-диалкил-5-лупинантиофосфатами при ингибиро-
вании АХЭ (пунктир /) и БуХЭ (пунктир //) 0,0-диалкил-5-эпилупинантиофосфата->
ми [29]; а — ФОИ с нормальными алкильными группами, б — ФОИ с изоалкоксильны-

ми группами

Рис. 2. Зависимость lg k2 от числа и степени разветвленности углеродных атомов (п)
в алкильном радикале алкоксильных групп при ингибировании АХЭ (сплошная /) и
БуХЭ (сплошная //) иодметилатами 0,0-диалкил-8-лупинантиофосфатов и при инги-
бировании АХЭ (прерывистая /) и БуХЭ (прерывистая II) иодметклатами О,О-диалкил-
S-эпилупинантиофосфатов [29]; а — ФОИ с нормальными алкоксильными группами,

б — ФОИ с изоалкоксильными группами

явление ониевой группировки в молекуле ФОИ приводит к резкому
повышению ингибирующей активности по отношению к АХЭ. Эти дан-
ные еще раз подчеркивают склонность БуХЭ к гидрофобным, а АХЭ к
ион-ионным взаимодействиям [15]. Все исследованные соединения

ТАБЛИЦА 5

Константы скорости ингибирования АХЭ и БуХЭ (k-2, л/моль мин)
О,О-диалкил-5-лупинантиофосфатами (I)—(VII)

и их иодметилатами (Г)—(VII') [29, 30]

Соедине-
ния

(I)
(Н)
(III)
(IV)
(V)
(VI)
(VII)

р

С2Нб
к-СзН7

н-С 4Н 9

я-С5Н„
изо-СзН7

«30-С4Н9
изо-CsHu

105-fe2

(АХЭ)

0,22
1,50
3,50
5,80
0,10
1,60

46,0

lO'-fc*
(БуХЭ)

2,40
3,00

59,0
1,30
0,45
1,20

33

кг (БуХЭ)
k2 (АХЭ)

1000
200

1500
224
450

75
70

Cf} лл ТТ И И Р Х1И СТ
V_AJ с Д И Н е а и И

(I')
(II')
(III')
(IV)
(V)
(VI')
(VII')

10'.кг

(АХЭ)

0,63
5,20

82,00
140,0

0,40
4,90

150

107-ft2

(БуХЭ)

4,20
8,40

90,0
49,0
0,92
2,80

60

к, (БуХЭ)
к, (АХЭ)

660
161
109

35
230

56
40

ТАБЛИЦА 6

Константы скорости ингибирования АХЭ и БуХЭ ( k% , л/моль-мин)
О,О-диалкил-5-эпилупинантиофосфатами (VIII)—(XIV) и их иодметилатами

(VIH')—(XIV) [29, 30]

Соедине-

(VIII)
(IX)
(X)
(XI)
(XII)
(XIII)
(XIV)

R

с 2 н 5
к-С 3Н 7

н-С4Н9

м-С5Нц
ызо-СзН?
«зо-С4Нб
ызо-С5Ни

10е -к,
(АХЭ)

0,02
0,38
1,90
1,80
0,014
5,40
7,10

10".*,
БуХЭ)

4,80
6,00

60,0
100,0

3,20
7,10

47,0

кг (БуХЭ)
fcj (АХЭ)

240
16
31
55

235

М 6

Соединения

(VIII')
(IX')
(X')
(XI')
(XII')
(XIII')
(XIV)

lO'-ft,
(АХЭ)

0,16
2,80

10,0
23,0
0,04

13,0
16,0

lO'-ftj
(БуХЭ)

1,30
1,80
7,10

34,0
0,46
1,1

10,0

к2 (БуХЭ)
k% (АХЭ)

81
6
7

15
109

9
6
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проявили эффект избирательности действия по отношению к БуХЭ. Для
производных лупинина (I) — (VII) этот эффект выражен очень ярко, при
этом наибольшую избирательность проявляют соединения с этильным
(в 1000 раз), м-бутильным (в 1500 раз), изопропильным (в 450 раз)
радикалами алкоксильных групп. А у аналогичных соединений эпилу-
пинина (VIII) — (XIV) данный эффект выражен только лишь для этиль-
ного (в 240 раз) и изопропильного (в 235 раз) производных.

Если сравнить ингибирующую активность по отношению к АХЭ эпи-
лупининовых производных (VIII) — (XIV) с производными лупинина
(I) — (VII) то видно, что ФОИ ряда (VIII) — (XIV) проявляют более
сильную антихолинэстеразную активность, чем аналогичные соединения
типа (I) — (VII). Обратная зависимость от строения отщепляющейся
части молекулы ФОИ наблюдается при сравнении антихолинэстераз-
ной активности этих же рядов соединений между собой в случае инги-
бирования БуХЭ. Следовательно 0,0-диалкил-5-лупинантиофосфаты и
их иодметилаты проявляют большую избирательность действия по от-
ношению к БуХЭ, чем эпилупининовые аналоги. По-видимому, прояв-
ление подобной специфичности действия производных лупинина связа-
ло с тем, что в растворе протонированная форма лупининового остат-
ка находится в основном в двух конформационных состояниях: с транс-
сочлененными хинолизидиновым кольцом и аксиальной оксиметильной
группой и г{«с-сочлененным хинолизидиновым кольцом с экваториаль-
ной оксиметильной группой [31, 32]. Возможно, цис-конформер более
адаптирован к сорбции на анионном центре БуХЭ; в результате такой
сорбции равновесие между транс- и г^ис-формами смещается в сторону
образования ^ыс-формы, вследствие чего и наблюдается специфичность
действия лупининовых производных по отношению к БуХЭ.

транс

Подтверждением вышеизложенного может служить то, что и иодме-
тилаты О,О-диалкил-5-лупинантиофосфатов, для которых известно, что
хинолизидиновое кольцо лупининового фрагмента находится в ^«с-соч-
ленении с экваториальной тиофосфорильной группой, проявляют ана-
логичную специфичность действия по отношению к БуХЭ.

Что касается производных эпилупинина, гранс-хинолизидиновое
кольцо которых при протонировании или иодметилировании остается не-
изменным, то, по-видимому, оно более подходит к анионному центру
АХЭ. Ввиду этого наблюдается большая выраженность действия по
отношению к АХЭ [33].

Итак, можно отметить, что проявленная очень высокая специфич-
ность действия 0,0-диалкил-8-лупинантиофосфатов и их иодметилатов
определяется суммарным эффектом соответствия активному центру
БуХЭ алкоксильных групп молекулы ФОИ с одной стороны и лупини-
нового фрагмента с другой. Большая специфичность действия к АХЭ
производных эпилупинина, чем лупинина, по всей вероятности, связа-
на с лучшей сорбцией гранс-хинолизидинового кольца эпилупининово-
го остатка анионным центром АХЭ, а не цис-фориы хинолизидинового
кольца в случае лупининовых производных.
Как было показано выше, ингибирующая активность соединений, со-
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ТАБЛИЦА 7

Константы скорости ингибирования АХЭ и БуХЭ ( k2, л/моль -мин)
М-[[5-(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]декагидрохинолинами

(XV)—(XXI) и их иодметилатами (XV)—(XXI') [33, 341

Соедине-

ния

(XV)
(XVI)
(XVII)
(XVII1)
(XIX)
(XX)
(XXI)

с 2 н 5
н-СзН?
н-С4Н9

к-С5Нц
ШО-С 3Н 7

изо-С4Н9

изо-С5Нц

lO'-ft,
(АХЭ)

1,3
2,3
4,5
2,7
0,021
2,4
6,5

lO'-ft,
(БуХЭ)

0,98
1,0
3,6
3,5
1,2

26
42

кг (БуХЭ)
к, (АХЭ)

7
4
8

13
582
100

64

С о е Я _

(XV)
(XVI')
(XVII')
(XVIII')

• (XIX')
(XX')
(XXI')

Ю'.й,
(АХЭ)

0,55
1,0
3,3
2,2
0,015
2,7
5,0

lO'-ftj
(БуХЭ)

2,1
3,4
9,0

11,0
3,9

81
93

к, (БуХЭ)
к, (АХЭ)

4Д

з!о
3,0
5,0

260
30
18,6

держащих остатки лупинина и эпилупинина, существенно зависит от
конформации этих фрагментов.

Изучена антихолинэстеразная активность Ы-[^-диалкоксифосфинил)
меркаптоэтил]декагидрохинолинов (XV) — (XXI) и их иодметилатов
(XV) — (ХХГ); где декагидрохинолиновый остаток близок по стро-
ению с остатками лупинина и эпилупинина, но атом азота здесь находит-
ся не между двумя циклами, а в одном из циклов [33, 34].

с;п,
,N—ClbGl OR

OR

2S ORх-
О OR

(XV)- (XXI) (xv1)-(xxi1)

Все изученные соединения оказались ингибиторами холинэстераз
необратимого вида действия (табл. 7). Как видно из табл. 7 производ-
ные декагидрохинолина проявляют сильную ингибирующую активность
по отношению к АХЭ, при этом длина и степень разветвленности алко-
ксильного радикала мало влияют на ингибирующую активность. Иск-
лючение составляет лишь диизопропоксипроизводное, которое пример-
но на два порядка менее активно, чем остальные соединения. Анало-
гичная закономерность наблюдается и для соответствующих иодмети-
латов (XV) —(ХХГ).

По отношению к БуХЭ N- [^-(диалкоксифосфинил) меркаптоэтил]
декагидрохинолины активнее, чем к АХЭ. При этом зависимость инги-
бирующей активности от длины нормальных алкильных радикалов
приводит к резкому повышению антихолинэстеразной активности. Ана-
логичная закономерность наблюдается и для иодметилатов. Следует
отметить, что наибольший эффект избирательности действия проявля-
ют диизоалкокси производные (диизопропокси — в 582, диизобутокси —
в 100, диизопентокси — в 64 раза [33]. При сравнении антихолинэсте-
разной активности производных декагидрохинолина с соответствующи-
ми диалкилтиофосфатами лупинина и эпилупинина видно, что N- [fi-
(диалкоксифосфинил) меркаптоэтил]декагидрохинолины по отношению
к АХЭ являются более сильными ингибиторами, чем О.О-диалкил-Б-лу-
пинантиофосфаты. Такую разницу в ингибирующей активности, по-ви-
димому, можно объяснить отличием в строении и конформационном
состоянии остатка декагидрохинолина {транс- ) от лупининового
(цис- ). По отношению к БуХЭ производные декагидрохинолина с нор-
мальными алкоксигруппами по своей ингибирующей активности усту-
пают аналогичным соединениям лупинина. А в ряду ФОИ с изо-алко-
ксигруппами наблюдается обратная зависимость [34].
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ТАБЛИЦА

Константы скорости ингибироваиия АХЭ и БуХЭ ( к2, л/моль-мин)
1М-[р-(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]анабазинами (XXII)—(XXVIII)

и их дииодметилатами (XXII)—(XXVIII') [35]

Соедине-

ния

(XXII)
(XXIII)
(XXIV)
(XXV)
(XXVI)
(XXVII)

(XXVIII)

к

с 2 н 5
я-СзНг
«-С4Н9

я-С 5Ни

изо-С3Н7

изо-СцН9

«зо-С5Нц

, 0 » . * ,

(АХЭ)

1,3
7,4

35
10
0,53

18
47

Ю'-кг

(БуХЭ)

0,8
2,4
7,1
7,7
4,9

10
90

кг (БуХЭ)
кг (АХЭ)

6
3,5
2
7

93,7
5,5
2

Сое„

(XXII')
(XXIII')
(XXIV)
(XXV)

(XXVI')
(XXVI Г)
(XXVIII')

10».*,

(АХЭ)

0,39
3,6

14
15
0,5

33
50

1 С * ,

(БуХЭ)

0,15
0,53
2,5
4,9
1,3
6,2
1,1

к2 (БуХЭ)
:*2(АХЭ)

4
1,5
2
3

24
2
0,22

Сравнивая величины &2 для N- [р-(диалкоксифосфинил) меркапто-
этил) декагидрохинолинов с соответствующими О.О-диалкил-З-эпилупи"
нантиофосфатами, можно видеть, что антихолинэстеразная активность
по отношению к АХЭ (кроме диэтокси- , диизопропокси производных)
для обоих типов соединений мало отличается друг от друга. Однако
иодметилаты производных декагидрохинолина являются более сильны-
ми ингибиторами АХЭ, чем ФОИ с эпилупининовым фрагментом. Это,
видимо, связано с различной степенью основности остатков декагидро-
хинолина и зпилупинина. В случае БуХЭ более активны N- [В-диизоал-
коксифосфинил)меркаптоэтил] декагидрохинолины, чем соответствую-
щие О,О-диизоалкил-8-зпилупинантиофосфаты [33, 34].

Таким образом, введение в В-положение тиоэфирного радикала
ФОИ объемистой декагидрохинолиновой группировки, вместо лупи-
ниновой и эпилупининовой привело к существенному изменению инги-
бирующей активности по отношению к обоим типам холинэстераз.
Сравнение антихолинэстеразных свойств производных декагидрохино-
лина с диалкилтиофосфатами лупинина и эпилупинина, показало еще-
раз чувствительность анионного центра АХЭ к трансоидным насыщен-
ным бициклическим системам. Изменение положения атома азота в би-
цикле усиливает ингибирующую активность по отношению к АХЭ.

Если выше были рассмотрены ФОИ, имеющие в отщепляющейся ча-
сти молекулы остатки моноазотистых оснований, то теперь рассмотрим
антихолинэстеразные свойства ФОИ, содержащих в ^-положении тио-
эфирного радикала остаток алкалоида анабазина (а-пиперидил-В-пири-
дин) и сравним полученные данные с ингибирующей активностью анало-
гичных производных декагидрохинолина [35].

(XXII)-(XXVIII) (XXII1) - (XXVIII )

Все изученные соединения оказались необратимыми ингибиторами
холинэстераз (табл. 8)

Необратимая ингибирующая активность М-[й-(диалкоксифосфинил)
меркаптоэтил] анабазинов по отношению к АХЭ повышается при уд-
линении алкильных радикалов от этильного до н-бутильного. Далее
наблюдается снижение активности.

По отношению к БуХЭ необратимая ингибирующая активность М-
[р-(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]анабазинов выше, чем к АХЭ.
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Эти различия в значительной степени зависят от длины и степени раз-
ветвленности алкоксильных групп. Наименьшее различие наблюдается
у дибутильного производного — в два раза, наибольшее у диизопропило-
вого — в 93 раза [17, 35].

Таким образом, появление в отщепляющемся тиоэфирном радикале
ФОИ второй азотсодержащей группы, в случае БуХЭ, оказывает боль-
шое влияние на антихолинэстеразную активность. Это влияние в зна-
чительной степени определяется характером гидрофобных алкильных
радикалов алкоксильных групп, сорбирующихся на гидрофобных уча-
стках активной поверхности фермента, находящихся в районе эстераз-
ного центра.

Можно сделать вывод, что наличие в отщепляющейся части моле-
кулы ФОИ двух азотсодержащих группировок, которые в условиях
опыта (рН 7,5) находятся в значительной степени в протонированной
форме, ухудшает условия гидрофобной сорбции ингибитора; алкоксиль-
ные и ониевые группировки оказывают несогласованное влияние, что
приводит к уменьшению ингибирующей активности [35, 36].

Изученные соединения ониевого типа проявляют очень слабые разли-
чия при ингибировании АХЭ и БуХЭ, большинство из них близки по ак-
тивности для того и другого фермента, за исключением диазопропиль-
ного производного, проявляющего избирательность действия по отноше-
нию к БуХЭ и диизоамильного производного, проявляющего большую
склонность по отношению к АХЭ (табл. 8) [35].

Сопоставление антихолинэстеразной активности изученных N- [[}-
(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил] анабазинов с исследованным ранее
Ы-{р-'(диалкоксифосфинил) меркаптоэтил]декагидрохинолинами, в слу-
чае АХЭ, показывает, что диалкилтиофосфонаты, содержащие анабази-
новую группировку незначительно уступают по своей ингибирующей
способности аналогичным производным декагидрохинолина. Исключе-
ние составляет Ы-[р-(диэтоксифосфинил)меркаптоэтил] анабазин, кото-
рый уступает по антихолинэстеразной эффективности N- [(}- (диалкок-
сифосфинил)меркаптоэтил]декагидрохинолину в 10 раз, а соответст-
вующий дииодметилат в 14 раз. Вероятно, в этом случае сказывается
различная сорбируемость на анионном центре АХЭ, отщепляющихся
частей сопоставляемых ФОИ. То, что дальнейшее удлинение алко-
ксильных радикалов выравнивает различия в ингибирующей актив-
ности между производными декагидрохинолина и анабазина связано,
по-видимому, с тем, что с декагидрохинолиновыми аналогами возмож-
но происходит эффект «несогласованной» сорбции на активной поверх-
ности АХЭ [36], вследствие чего для этих соединений наблюдаются
малые различия величин кг в зависимости от длины и степени разветв-
ленности алкильных радикалов алкоксильных групп (в 2—4 раза). Но
так как анабазиновый фрагмент молекулы ФОИ, по сравнению с дека-
гидрохинолиновым, хуже сорбируется на анионном центре АХЭ, то для
них, наблюдается тенденция роста антихолинэстесразной активности в
зависимости от длины и степени разветвленности алкильных радика-
лов алкоксильных групп (при переходе от С2Н5 к С4Н9—возрастает в
30 раз). Поэтому незначительные различия в ингибирующей активно-
сти ФОИ обоих типов (за исключением диэтоксианалогов) связаны с
удлинением и степенью разветвленности алкоксильных групп, с одной
стороны, и, с другой стороны, с различием в строении алктиольной ча-
сти. Для Ы-[^-(диэтоксифосфинил)меркаптоэтил] анабазинов измене-
ния в фосфорильной части молекулы повышают возможность «продук-
тивной» сорбции, а для Ы-[^-диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]дека-
гидрохинолинав подобные изменения приводят к усилению «непро-
дуктивной» сорбции на активном центре ацетилхолинэстеразы [17, 33,
35].

При сравнении антихолинэстеразных свойств диалкилтиофосфатов
анабазина с аналогичными соединениями декагидрохинолина по отно-
шению к БуХЭ видно, что Ы-[р-(диэтоксифосфинил)меркаптоэтил] ана-
базин и его дииодметилат уступают (в 12—13 раз) по активности ана-
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ТАБЛИЦА

Константы скорости ингибирования АХЭ и БуХЭ
1М-[р-(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]цитизинов (XXIX)—(XXXIII)

и их иодметилатов (XXIX')—(ХХХИГ) [37] *

Соедине-
ния

(XXIX)
(XXX)
(XXXI)
(XXXII)
(XXXIII)
(XXIX')
(XXX')
(XXXI')
(ХХХ1Г)
(XXXIII')

ту
1\

С2Н5
я-С3Н7

я-С4Н9

к-С5Н„
нзо-СзН7

с 2 н 5я-С3Н7

я-С4Н9

я-С5Н„
Изо-Сзн7

АХЭ

1
•"* Е

0,63
1,2

35
74
0,35
1,1
3,1

11,0
23

0,64

s i

710
9,6
1,3
1,3
12
66

6,0
2,2
4,5
490

*? Ч

i |

15
6,5
2,3
4,8
7,4
1,5
0,21
0,21
0,64
0,17

БуХЭ

ГС

Е

о s

0,35
3,3
9,0
9,6
5,1
0,61
8,0

14
17

7,0

s

г-' Л

s i

43
3,7
4,8
3,6
4,6
3,1
0,41
0,15
0,1
0,2

и

s i

5,0
0,18
2,1
5,4
0,2
0,5
0,62
0,31
0,91
0,75

5,5
2,7
2,6

13,2
145

5,4
2,7
1,2
8,2

105,9

* Обозначения ka, K{r и K;s см. в работе [36].

логичным производным декагидрохинолина. По всей вероятности, ак-
тивные центры АХЭ, как и БуХЭ, реагируют на различия в строении
отщепляющейся части молекул обоих типов ФОИ. Удлинение алкок-
сильных групп в некоторой степени сближают ингибирующую актив-
ность сравниваемых соединений. Но здесь, как и в случае АХЭ, произ-
водные анабазина в 4—5 раз уступают аналогичным диалкилтиофос-
фатам декагидрохинолина. Таким образом, появление в отщепляю-
щейся части молекулы ФОИ второй азотсодержащей группировки в
случае БуХЭ влияет на активность больше, чем в случае АХЭ. Инте-
ресно было проследить изменение антихолинэстеразной активности
N-[p-(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]цитизинов (XXIX) — (XXXIII)
и их иодметилатов (XXIX') — (XXXIII'), в которых конформационное
состояние остатка цитизина резко отличается от конформационных со-
стояний лупинина, эпилупинина, декагидрохинолина и анабазина [37].

OR

(XXIX)- (XXX III) (XXIX1) -(XXXIII1)

Как видно из табл. 9, все исследованные соединения оказались ин-
гибиторами комбинированного типа действия'. По отношению к АХЭ не-
обратимая ингибирующая способность при удлинении алкильных ради-
калов до н-бутильного производного растет, далее наблюдается сни-
жение. Замена нормальных алкильных радикалов на изопропильный
приводит к резкому падению истинной величины необратимого тор-
можения фермента ингибитором (&„), что, видимо, обусловлено недо-
статочной комялементарностью диизопропоксипроизводного к активно-
му центру АХЭ {33, 37].

По отношению к БуХЭ исследованные соединения более активны,
чем к АХЭ. Удлинение алкильных радикалов алкоксильных групп при-
водит к повышению ингибирующей активности. В отличие от АХЭ БуХЭ

Этому виду ингибирования посвящен ряд работ, которые обобщены в обзоре [36].
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малочувствительна к замене нормальных алкильных радикалов на изо-
пропильный. Следует отметить, что наибольшую избирательность по от«
ношению к БуХЭ проявляет Ы-[^-диизопропоксифосфинил)меркапто-
этил]цитизин (в 145 раз). Вероятно, такая избирательность действия
связана с худшей сорбцией диизопропоксипроизводного на активной
поверхности АХЭ.

Обратимая ингибиторная активность для АХЭ при переходе от
этильного производного к пропильному возрастает, дальнейшее удли-
нение алкильных радикалов мало влияет на обратимую ингнибитор-
ную способность исследованных фосфорорганических соединений. Сле-
дует подчеркнуть, как обратимые ингибиторы, производные цитизина,
проявляют избирательность действия по отношению к БуХЭ.

Кватернизация атома азота в случае обоих ферментов приводит к
незначительному повышению антихолинэстеразной активности (в 2—
3 раза), но избирательность при этом, по отношению к БуХЭ падает.
Из изложенного следует, что по сравнению с предыдущими соединения-
ми N- [[}-(диалкоксифосфинил)меркаптоэтил]цитизины и их подмети-
латы оказались существенно более слабыми ингибиторами необратимо-
го действия. Ухудшение ингибирующей активности производных ци-
тизина, возможно связано со стерическими затруднениями, которое
оказывает остаток цитизина при сорбции ингибитора на активной по-
верхности фермента [37].

IV. СРАВНИТЕЛЬНОЕ ДЕЙСТВИЕ ФОИ, ПРОИЗВОДНЫХ ЛУПИНИНА
И ЭПИЛУПИНИНА

В табл. 10 приведены данные по изучению действия на холинэсте-
разы разных видов млекопитающих и членистоногих О,О-диалкил-5-
лупинантиофосфатов и О,О-диалкил-8-эпилупинантиофосфатов [30, 38],
которые позволяют выявить ряд закономерностей. В подавляющем
большинстве случаев изученные ФОИ оказались более сильными инги-
биторами АХЭ голов мух, чем АХЭ млекопитающих. В особенности это
относится к первым членам рядов соединений, содержащих как нор-
мальные, так и разветвленные радикалы. Например, для О.О-диэтил-Э-
лупинантиофосфата АХЭ голов мух оказалась в 15000 раз чувствитель-
нее, чем к АХЭ эритроцитов человека; а для диизопропильного произ-
водного лупинина — всего в 250 раз. В случае производных эпилупини-

ТАБЛИЦА 10

Константы скорости ингибирования (105- ft2, л/моль-мин) АХЭ различного
происхождения О,О-диалкил-8-лупинантиофосфатами (I)—(VII)

и О,О-диалкил-5-эпилупинантиофосфатами (VIII)—(XIV) [42]

ORO

л- - • ° 0 R
, А-а

[s '
(I)-(vii) (VIII)-(XIV)

R

C2H5

н-С 3 Н 7

н-С 4Н 9

H-C5H11
«30-C3H7
U3O-C4H9

ИЗО-С5Н11

(I)—(VII)

из мозга
мыши

0,21
0,36
3,6
0,12
0,002
0,28
3,0

i/з эритроци-
тов кролика

0,11
75
25

0,52
0,16
2,1
3,8

вз голов
мух

3400
1200
290

28
25

120
34

ир мозга
мыши

0,24
1,4
4,1
4,1
0,12
7,0

12

VIll)-(XIV)

из эритроци-
тов кролика

0,77
4,5
3,6
3,6
0,04
1,2
6,6

из голов
мух

110
190

17
17

140
19
62
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на соотношение было обратным, различие между чувствительностью
АХЭ голов мух и АХЭ эритроцитов человека более выражено для ди-
изопропильного соединения (в 1000 раз), чем для этильного (в 550 раз).
Следует отметить, что некоторые из исследованных соединений обла-
дали уникальной способностью угнетать АХЭ голов мух: абсолютные
величины бимолекулярной константы скорости ингибирования достига-
ли ~10 8 л/моль-мин. У производных лупинина удлинение нормального
алкильного радикала заметно усиливало антихолинэстеразное действие
на фермент млекопитающих. В отличие от этого чувствительность АХЭ
голов мух к ФОИ резко снижалось цри удлинении алкильного ради-
кала. Так, соединение с радикалом С5НИ оказалось в 120 раз менее
активным, чем этильное производное. Удлинение изо-радикалов усили-
вало способность угнетать АХЭ млекопитающих, но практически не
влияло на АХЭ голов мух. У производных эпилупининов удлинение ал-
кильного радикала нормального строения очень незначительно и неоп-
ределенно влияло на способность ингибировать АХЭ голов мух. В дей-
ствии на АХЭ млекопитающих производные эпилупинина не отлича-
лись от аналогичных соединений лупинина; при удлинении как нор-
мального, так и разветвленного алкильного радикалов антихолинэсте-
разная активность существенно возрастала. Наиболее наглядно это про-
явилось на примере АХЭ, эритроцитов крови человека, при переходе
от С2Н5 к С5НИ активность возрастала в 90 раз, а также от нзо-С3Н7 к
изо-СъНц более чем в 500 раз. Перечисленные факты свидетельствуют
о существенных различиях в строении активной поверхности холинэсте-
раз млекопитающих и мух. В работе [39] отмечалось, что в холинэсте-
разе насекомых расстояние между анионным и эстеразным центрами
больше, чем у млекопитающих. Однако только этими различиями труд-
но объяснить полученные данные. Большой интерес представляют све-
дения о том, что гидрофобная область вокруг анионного центра АХЭ
голов мух объемнее, шире, чем в АХЭ эритроцитов человека. Не исклю-
чено, что именно этим можно обосновать предположение о большей
комплементарности объемного гетероциклического остатка изученных
ФОИ к анионному центру холинэстераз мух по сравнению с ферментом
млекопитающих. Вполне вероятно, что именно с этим связан и тот
факт, что очень небольшие конформационные различия между лупини-
ном и эпилупинином оказываются достаточными для оказания выра-
женного влияния на антихолинэстеразный эффект ФОИ. Что касается
резкого снижения антихолинэстеразной активности ФОИ по отношению
к АХЭ голов мух, с удлинением углеводородного радикала, то здесь,
вне всякого сомнения, причина заключается в различии гидрофобного
окружения эстеразного центра фермента млекопитающих и насекомых.
Возможно, в этом районе активной поверхности фермента насекомых
гидрофобные области не очень велики и сразу за ними расположены
гидрофильные участки, которые не только способствуют, но, напротив,
активно препятствуют сорбции крупных углеводородных радикалов,
что и приводит к выраженному снижению антихолинэстеразного эф-
фекта.

V. ОБРАТИМОЕ ИНГИБИРОВАНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗ

Менее характерным для фосфорорганических ингибиторов является
обратимое ингибирование каталитической активности холинэстераз.

Впервые чисто обратимое торможение холинэстераз фосфороргани-
ческими соединениями показано [40] на примере ряда окисей и тио-
окисей J3-(2-яиридил) этилфосфинов (табл. 11).

R 4 Л
Р

В дальнейшем показано, что О-алкиловые эфиры кислородных кис-
лот пятивалентного фосфора способны ингибировать холинэстеразы
только обратимо [41—44].
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ТАБЛИЦА It

Константы обратимого ингибирования (Kt, моль/л [40]) холинэстераз соединениями

N

R

с 2 н 5

с 2 н 5с 2 н 5СбН5
CeHs
Пиридин

R'

С2Н5

с 6 н 5с 6 н 5с 6 н 5с 6 н 5

Y
л

О
О
S
О
S
—

К; • МОЛЬ/Л

БуХЭ

2,6-10-"
2,6 10—'
4,2-10-5
3,7-10-5
3,6-Ю-6

1,2-Ю-2

АХЭ

5,0-10-"
32-Ю-3

6,2-10-"
4,6-10-3

3,8-10-»
2,5-Ю-2

ТАБЛИЦА 12

Антихолинэстеразные свойства эфиров О,О-диэтилфосфорной кислоты,
содержащих гетероциклические радикалы [25]

Соединения

(XXXIV)
(XXXV)
(XXXVI) *
(XXXVIII)
(XXXIX)
(XL)

АХЭ

К{ , МОЛЬ/Л

0
1,15-Ю-3

27%
6,60-10-"
3,60-10-3

3,10-10-"

БуХЭ

Ki , моль/л 1

0
2,60-10-5
6,70-10-5
2,70-10-"
6,70-Ю-з

7,1-10-"

Соединения

(XLI) *
(XLII) **
(XLIII) **
(XLIV)
(XLV)
(XLVI)

АХЭ

Ki , МОЛЬ/Л

19%'
2,50-103

4,90-103

2,60-10-"
1,15-10-з
2,20-10-"

БуХЭ

Ki • моль/л

2,6-Ю-4

1,4-10"
2,9-105

4,8-Ю-6

1,4-10-"
1,1-Ю-5

* Приведен % ингибирования при концентрации 7,2-Ю1^3 М.
** Эти вещества оказались необратимыми ингибиторами и оценены биомолекулярными константами

взаимодействия kt.

Аналогичный эффект обнаружен для замещенных алкиловых эфи-
ров фосфорной и метилфосфоновой кислот, содержащих остатки алка-
лоидов и некоторых гетероциклов.

Так, изучение антихолинэстеразной активности О.О-диэтилфосфатов:
морфолина, пиперидина, а-пипеколина, анабазина, тетрагидрохиноли-
на, декагидрохинолина, цитизина, сс-оксиметилпиридина, а-оксиэтилпи-
ридина, 8-оксихинолина, лупинина, эпилупинина (соединения (XXXIV)
— (XLVI), кроме (XXXVII)) показало, что все исследованные соедине-
ния являются конкурентными обратимыми ингибиторами АХЭ (табл.
12). Зависимость ингибиторной активности от структуры катионной
группы фосфорорганического ингибитора выглядит весьма сложно. Так
морфолиновое производное вообще не тормозит каталитическую актив-
ность ацетилхолинэстеразы, переход к пиперидиновому, а-пипеколино-
вому, далее к анабазиновому производным приводит к возрастанию
ингибиторной активности. Однако введение к пиперидиновому кольцу
циклогексильного, бензольного колец (декагидрохинолиновое, тетра-
гидрохинолиновое производные) не приводит к существенному измене-
нию антихолинэстеразной активности. Во всех этих соединениях атом
азота находится в одном цикле, введение же его между двумя циклами
приводит к снижению ингибиторной активности веществ (лупининовое,
эпилупининовое производные). Наиболее активным обратимым инги-
битором среди этой серии веществ является производное 8-оксихиноли-
на. По-видимому, такая активность обусловлена соответствием рас-
стояния между атомом фосфора и азота в ингибиторе и между карбо-
нильным углеродом азота в ацетилхолине. Слабые ингибиторные свой-
ства по отношению к ацетилхолинэстеразе, по-видимому, объясняются'
тем, что фосфатная группа ингибитора не комплементарна к активному
центру этого фермента [25].
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ТАБЛИЦА IS

Константы обратимого ингибирования ( Kt, моль/л) холинэстераз соединениями
(XLVII)-(LI) и (XLVH')-(LI') [45]

Соединения

(XLVII)
(XLIX)
(L)
(LI)
(XL VIII)

R

СНз
СНз ^
СНз
СНз
С2Н5

п

2
3
4
5
2

(АХЭ)

3,61
2,87
2,02
1,32
2,94

(БуХЭ)

2,5
1,2
0,93
0,53
1,8

Соединения

(XLVII')
(XLIX')
(L')
(ЬГ)
(XLVIII')

10>.К,-
(АХЭ)

4,2
1,30
0,74
0,63
2,42

(БуХЭ)

1,25
0,72
0,65
0,47
1,04

Как видно из вышеприведенного, фосфаты оказались очень слабы-
ми обратимыми ингибиторами обоих типов ферментов. Хотя при этом
они и проявили определенную избирательность по отношению к бутирил-
холинэстеразе. Поэтому, учитывая тот факт, что производные метилфос-
фоновой кислоты проявляют большую специфичность действия по отно-
шению к ацетилхолинэстеразе, для которой менее характерны гидрофоб-
ные взаимодействия, были исследованы на антихолинэстеразную
активность производные метилфосфоновой кислоты, содержащие в неот-
щепляющей части молекулы гидрофильную группировку, а в отщепляе-
мой части — остатки алкалоидов анабазина, лупинина и пиперидина.
При этом полагали, что специфическое строение остатков анабазина и
лупинина, имеющих у атома азота значительное гидрофобное окружение,
будет способствовать образованию сравнительно устойчивых фермент-
ингибиторных комплексов [17, 18].

Так, изучение ингибиторной активности (О-алкоксиалкил) метил-О-
лупинанфосфонатов (XLVII) — (LI) показало, что по отношению к АХЭ
и БуХЭ с удлинением алкоксильной группировки наблюдается, хотя и
в небольшой степени, тенденция к увеличению ингибиторной актив-
ности (табл. 13, рис. 3) [45].

СЫ 2Оч

0 O(CH2)reOR

(XLVII)-(LI)

О(СН9)„ОК

(XLVII1)-(LI1)

Есть все основания полагать, что отмеченное изменение в ингиби-
торной активности связано с некоторым увеличением способности ФОИ
сорбироваться на активной поверхности ферментов за счет гидрофоб-
ной сорбции. Однако наличие гидрофильного атома кислорода в ал-

4,00

3,75

350

3,25
3,00-

175-

250

2 ' 3

Рис 3

5п 5п

Рис. 4

Рис. 3.

Рис. 4.
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Зависимость величины константы ингибирования (pKi) от длины алкоксиль-
ного радикала для соединений типа (V) [17, 45]

Зависимость величины рК% от длины алкоксильного радикала для соединений
типа (VI) [17, 451



ТАБЛИЦА 14
Константы обратимого ингибирования ( Ki, моль/л) холинэстераз

N-p-f метил ((о)-алкоксиалкокси)фосфинилоксиэтил]анабазинами
(LVII)—(LX) и их дииодметилатами (LVII')—(LX') [17, 45]

Соединения

(LII)
(LIV)
(LV)
(LVI)
(LIII)

R

СНз
СН3

СНз
СНз

с 2 н 5

п

2
3
4
5
2

10*-К;
(А.ХЭ)

9,6
5,4
3,7
2,85
7,62

(БуХЭ)

1,88
1,01
0,735
0,545
1,265

Соединения

(LII')
(LIV)
(LV)
(LVI')
(LIII')

(АХЭ)

6,4
3,6
3,08
5,50
4,30

(БуХЭ)

2,96
3,08
4,6
2,94
1,24

ТАБЛИЦА 15
Константы обратимого ингибирования ( Ki > моль/л) холинэстераз
Ы-р-(метилалкоксифосфинилоксиэтил)пиперидинов (LVII)—(LX)

и их иодметилатов (LVH')—(LX') [17, 45]

Соединения Ю4-Кг(АХЭ) 10*.Ki (БуХЭ) Соединения

(LVII)
(LVIII)
(LIX)
(LX)

СзН7

C4H9

с5н„

4,26
3,21
2,06
1,55

1,47
1,61
1,015
0,307

(LVII')
(LVIII')
(LIX')
(LX')

1,32
1,05
0,677
0,364

кильном радикале алкоксильной группы затрудняет этот процесс и тем
самым понижает эффективность ингибиторов.

Иодметилаты метил- (О-алкоксиалкил)фосфиниллупининов являют-
ся менее активными обратимыми ингибиторами АХЭ и БуХЭ по срав-
нению с незаряженными аналогами. Очевидно, заряд, взаимодействуя
на анионном пункте, не обеспечивает лучшей гидрофобной сорбции
(рис. 4). Интересно отметить, что ингибиторная активность обоих ти-
пов соединений зависит не только от расстояния атома кислорода до
атома фосфора, но и от положения первого в алкильном радикале ал-
коксильной группы. Наличие атома кислорода в ^-положении алко-
ксильного радикала в известной степени мешает гидрофобной сорбции.

N- р- [Метил- (ю-алкоксиалкокси) фосфинилоксиэтил] анабазины
(LII) —(LVI) и их дииодметилаты (1ЛГ) — (LVI') оказались обрати-
мыми ингибиторами конкурентного типа действия [45].

о. сн,

V
(LII)-(LVI)

O(GH2),,OR

(LIl')-(LVl')

Удлинение алкильного радикала алкоксильной группы приводит к
небольшому (в три раза) увеличению ингибиторной активности как в
случае ацетилхолинэстеразы, так и в случае бутирилхолинэстеразы.

Увеличение общей длины алкоксильного радикала в случае обоих
ферментов сопровождается увеличением ингибиторной активности, ко-
торая очень мала в случае бутирилхолинэстеразы и заметно проявля-
ется в случае ацетилхолинэстеразы (табл. 14, рис. 5).

N- [1- (Метилалкоксифосфинилоксиэтил) пиперидины (LVII) — (LX)
являются обратимыми ингибиторами холинэстераз конкурентного типа
действия.
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В случае бутирилхолинэстеразы, изученные вещества по активности
уступают аналогичным производным анабазина и лупинина. Средняя
величина К( равна 1-10~4 моль/л и в ряду исследованных веществ
уменьшается почти в пять раз (табл. 15).

В случае ацетилхолинэстеразы производные пиперидина также ока-
зались более слабыми ингибиторами, чем соответствующие производ-
ные анабазина и лупинина.

i,25

3J5

3,25\- ^ r * ^ ^ 3,50

5 л 5л

Рис. 5 Рис. 6

Рис. 5. Зависимость величины pKi от длины алкоксильного радикала для
соединений типа (LII) —(LVI) [17, 45]

Рис. 6. Зависимость величины pKi от длины алкоксильного радикала для
соединений типа (LVII) —(LX) [17, 45]

Иодметилаты N- JJ- (метилалкоксифосфинилоксиэтил) пиперидинов
(LVII')— (LX') как ингибиторы бутирилхолинэстеразы, оказывают та-
кое же влияние как и незаряженные аналоги (табл. 15, рис. 6).

Таким обарзом, при взаимодействии обратимых ингибиторов как
имеющих, так и не имеющих в молекуле положительные заряды, нали-
чие в алкильной части атома кислорода заметно влияет на характер
взаимодействия с холинэстеразами. Необходимо отметить, что как в
случае производных лупинина, так и в случае производных анабазина,
закономерности изменения антихолинэстеразной активности сходны.
На основании этого можно сделать вывод, что введение в алкоксиль-
ную группу обратимого фосфорорганического ингибитора гидрофильно-
го кислородного атома, в общем снижает ингибиторную активность.
Кроме того, следует также отметить, что обратимая ингибиторная ак-
тивность, существенным образом зависит и от строения остатка гете-
роцикла, который находится в отщепляющейся части молекулы ФОИ.

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
: Таким образом, при сопоставлении антихолинэстеразной активности
изученных нами О,0-диалкилтиофосфатов, содержащих в алктиольной
части молекулы фосфорорганического ингибитора остатки алкалоидов
лупинина, эпилупинина, анабазина, цитизина и декагидрохинолина,
выявлено, что все изученные соединения проявляют большую склон-
ность к взаимодействию с бутирилхолинэстеразой сыворотки крови
лошади, чем с ацетилхолинэстеразой эритроцитов крови человека. По-
добные свойства диалкилтиофосфатов были известны и ранее, однако в
наших исследованиях избирательность действия по отношению к бути-
рилхолинэстеразе зависит не только от строения фосфорильной части,
но также и от объема и конформационных возможностей отщепляемой
части молекулы ингибитора. Диалкилтиофосфаты, содержащие остаток
лупинина оказались более высокоспецифичными ингибиторами бутирил-
холинэстеразы, чем производные эпилупинина. При одинаковых усло-
виях опыта и при идентичности строения фосфорильной части производ-
ных лупинина и эпилупинина причиной проявления избирательности
действия по отношению к бутирилхолинэстеразе уместно считать раз-
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личия в конформационных состояниях протонированных форм лупини-
на и эпилупинина в растворе [17, Э7]. Протонированная форма О,О-ди-
алкил-Э-лупинантиофосфатов, как в случае ациллупинанов, по-видимо-
му, находится в двух конформационных состояниях: с трсшс-сочленен-
ным хинолизидиновым кольцом и аксиальной оксиметильной группой и
цыс-сочлененным хинолизидиновым кольцом с экваториальной оксиме-
тильной группой. Эти два конформера находятся в динамическом равно-
весии. Возможно цис-конформер более адаптирован к сорбции на анион-
ном центре бутирилхолинэстеразы, в результате такой сорбции равно-
весие смещается в сторону образования цыс-формы, и вследствие этого
наблюдается специфичность действия производных лупинина по отно-
шению к бутирилхолинэстеразе. Конформация производных эпилупини-
на в условиях опыта при рН 7,5—7,8 находится в неизменной форме,
т. е. с гранс-сочленением хинолизидинового кольца и экваториальной
оксиметильной группой [29, 30, 33, 38].

Сопоставление антихолинэстеразной активности диэтилтиофосфа-
тов, содержащих остатки вышеуказанных алкалоидов, а также цити-
зина, анабазина и декагидрохинолина позволило составить ряд отно-
сительной ингибирующей активности в зависимости от строения отщеп-
ляющейся части исследованных фосфорорганических ингибиторов (ве-
личины k2 по отношению к АХЭ голов мух для N- [£1- (диэтоксифосфи-
нил)меркаптоэтил]анабазина—9,3• 105, N- [р- (диэтоксифосфинил) мер-
каптоэтил]цитизина—1,8-104 N- (р-(диэтоксифосфинил) меркаптоэтил]
декагидрохинолина—1,3-10е л/моль-мин. Так, по силе необратимого
ингибирования ацетилхолинэстеразы эритроцитов крови человека, ин-
гибиторы (C2H5O2)P(O)SR расположились в следующий ряд в зависи-
мости от радикала:

А иодметилаты этих соединений расположились в следующем порядке:

Схема 5

сн,- ^/Щ~

/>г и г2 >гл—^\ > \YJ ^ >

Из этих двух рядов видно, что усложнение пиперидинового кольца
исследованных веществ в случае эритроцитарной ацетилхолинэстеразы
приводит к сильному понижению необратимой ингибирующей актив-
ности, что служит подтверждением слабо выраженного гидрофобного
обрамления анионного центра ацетилхолинэстеразы эритроцитов чело-
века. Во втором ряду иодметилат О.О-диэтил-Б-лупинантиофосфата ус-
тупает по своей активности аналогичному производному эпилупинина,
по-видимому, здесь повлияло конформационное изменение лупининово-
го остатка при иодметилировании [33].

Иная картина наблюдается при действии этих же ингибиторов на
бутирилхолинэстеразу. Как известно, бутирилхолинэстераза склонна к
гидрофобным взаимодействиям и гидрофобное обрамление анионного
центра этого фермента более обширно, чем у ацетилхолинэстеразы.
Данный ряд показывает, что анионный центр бутирилхолинэстеразы
имеет определенную границу и склонен к сорбции лабильных бицикли-
ческих систем, а переход к системам, имеющим в своем составе такие
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группы, как пиридиновую или хинолизидоновую, приводит к резкому
снижению необратимой ингибирующей активности.

Аналогичная закономерность наблюдается и в случае иодметила-
тов исследованных соединений:

Y*2—

~Г~7

Изученные нами соединения оказались очень сильными ингибитора-
ми холинэстеразы голов мух, за исключением цитизинового производ-
ного, который при взаимодействии со всеми изученными ферментами
проявил очень слабую ингибирующую способность:

Схема 8
С И , —

и—' I—'
Из сопоставления этих рядов относительной ингибирующей активности
этих соединений, а именно при взаимодействии с бутирилхолинэстера-
зой, в последнем ряду видно, что первые четыре члена являются очень
сильными ингибиторами как ацетилхолинэстеразы голов мух, такибути-
рилхолинэстеразы. Это позволяет сделать предположение о том, что по
всей видимости гидрофобное обрамление анионного центра бутирилхо-
линэстеразы сыворотки крови лошади и ацетилхолинэстеразы голов мух
имеют определенное сходство по своему пространственному строению
[33].

При изучении антихолинэстеразной активности О,О-диалкил-8-лупи-
нан и эпилупинантиофосфатов нормального ряда на ацетилхолинэсте-
разе голов мух показано, что для производных лупинина наблюдается
резкое снижение ингибирующей активности при удлинении радикалов
алкоксильных групп молекул ингибитора; аналогичная закономерность,
но менее выраженная наблюдается и для производных эпилупинина.
По-видимому, гидрофобная область в районе эстеразного центра аце-
тилхолинэстеразы голов мух по сравнению с ферментом млекопитаю-
щих невелика и сразу за ней расположены гидрофильные участки, ко-
торые препятствуют сорбции крупных углеводородных радикалов, что
и приводит к снижению антихолинэстеразной активности. Таким обра-
зом, в результате проведенного исследования получены данные, кото-
рые позволили выявить различия в строении активного центра холин-
эстераз млекопитающих и ацетилхолинэстеразы голов мух.
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