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На основании роли аденозинового рецептора А1 в модуляции внутриглазного давления, повыше-
ние которого – важный фактор развития глаукомы, и структурного анализа среди известных инги-
биторов данного рецептора были отобраны и синтезированы шесть соединений ряда 5(7)-алкил-
амино-6-нитроазолопиримидинов и 8-алкилазоло[5,1-b]пуринов. Показано, что данные гетеро-
циклы проявляют слабое сродство к аденозиновому рецептору А1 на модели аденозинзависимого
изменения хронотропного эффекта in vitro с использованием изолированных предсердий белых мы-
шей. С другой стороны, тиадиазоло[3,2-a]пиримидины и триазоло[5,1-b]пурин продемонстрирова-
ли гипотензивное действие в экспериментах in vivo на крысах: при использовании соединения-ли-
дера (5-метил-8-(гидроксиэтил)триазоло[5,1-b]пурин, 0.2%-ный раствор) офтальмотонус снижался
на 34% через 3 ч, нежелательный резорбтивный эффект не наблюдался. Кроме того, с помощью
МТТ-теста на линии клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2 было показано, что
гетероциклы, оказывающие влияние на ВГД, демонстрируют 1–2 порядка меньшую цитотоксич-
ность, чем препарат сравнения доксорубицин.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время глаукома – одна из веду-

щих причин необратимой слепоты в мире. Коли-
чество больных глаукомой даже по самым опти-
мистичным прогнозам будет непрерывно расти [1],
что коррелирует с тенденцией по увеличению числа
инвалидов по зрению вследствие глаукомы [2].

Несмотря на определенные успехи в изучении
патогенеза и разработке схем лечения данного за-
болевания, снижение внутриглазного давления
(ВГД) остается первоочередной задачей при тера-
пии глаукомы [3].

В местной медикаментозной терапии глауко-
мы используются препараты с различным меха-

низмом действия: как снижающим продукцию
ВГД (β-адреноблокаторы, ингибиторы карбоан-
гидразы II, α-адреномиметики), так и улучшаю-
щим ее отток (аналоги простагландинов, м-холи-
номиметики, α-адреномиметики). В последнее
время в литературе обсуждается появление новых
классов препаратов, снижающих ВГД путем воз-
действия на определенные биологические мише-
ни. К ним относятся препараты, снижающие оф-
тальмотонус путем повышения трабекулярного
оттока – ингибиторы Rho-киназы [4], соедине-
ния, обладающие сродством к III подтипу мела-
тониновых рецепторов, способные снижать ВГД
концентрационно-зависимым образом [5], доно-
ры оксида азота и препараты, воздействующие на
глобулярные белки, содержащиеся в клетках тра-
бекулярной сети и шлеммова канала, а также ан-
тагонисты рецепторов аденозина.

Сокращения: А1 АР – аденозиновый рецептор А1; ВГД –
внутриглазное давление; ЧСС – частота сердечных сокра-
щений.
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Было показано, что аденозиновый рецептор А1
(А1 АР) экспрессируется в переднем сегменте че-
ловеческого глаза и представляет собой привле-
кательную мишень для контроля за ВГД [6]. Но-
вые исследования в этой области установили, что
данный рецептор активно представлен в дренаж-
ной системе глаза, в частности в протоках с водя-
нистой влагой, и играет значительную роль в мо-
дуляции ВГД [7, 8].

Так, избыток аденозина – эндогенного агони-
ста А1-рецептора – в передней камере глаза при-
водит к развитию глазной гипертензии [9]. Соот-
ветственно, поиск новых ингибиторов данного
подтипа аденозиновых рецепторов – перспектив-
ное направление для снижения ВГД.

Цель данной работы – синтез гетероциклов
азолоазинового ряда и исследование их влияния
на аденозиновый рецептор А1 и внутриглазное
давление у крыс для установления возможной
взаимосвязи между ингибирующей активностью
и гипотензивным действием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез гетероциклов азолоазинового ряда. Ра-

нее нами было показано, что нитросодержащие
азолоазины – это близкие структурные аналоги
известных антагонистов аденозинового рецепто-
ра А2а [10]. При этом известно, что сайты связыва-
ния А2а- и А1-рецепторов близки по структуре,
что, с одной стороны, диктует необходимость по-
иска селективных эффекторов, с другой стороны,
можно заключить, что эффекторы А2а-рецептора
будут иметь сродство и к сайту связывания адено-
зинового рецептора А1. Для исследования антаго-
нистического эффекта были синтезированы ал-
киламин-содержащие нитроазолопиримидины
(III–V) по разработанному нами ранее методу по-
следовательного хлордезоксигенирования с по-
мощью смеси хлористого фосфорила и пиридина
и нуклеофильного замещения атома галогена на
алкиламины (схема 1) [11–13]. Подобная страте-
гия была использована и при синтезе 5-алкил-
амино-6-нитро-1,3,4-тиадиазоло[3,2-a]пирими-
дин-8-онов, содержащих фрагменты п-хлорфе-
нилэтиламина (VIII) и тирамина (IX) (схема 2).

Схема 1. Двухстадийный синтез 6-нитро-7-алкиламиноазоло[1,5-a]пиримидинов (III–V).

Схема 2. Синтез 5-алкиламино-6-нитро-1,3,4-тиадиазоло[3,2-a]пиримидин-7-онов (VIII) и (IX).
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Схема 3. Снятие ацильной защиты с гидроксильной группы гетероцикла (X) 
с получением 5-метил-8-(2-гидроксиэтил)-1,2,3-триазоло[5,1-b]пурина (XI).
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Кроме того, был получен 5-метил-8-(2-гид-
роксиэтил)триазоло[5,1-b]пурин (XI), который
представляет собой структурный аналог трицик-
лических ингибиторов аденозиновых рецепторов.
С этой целью было выполнено снятие ацильной за-
щиты с гидроксигруппы полученного ранее триазо-
ло[5,1-b]пурина (X) с помощью каталитического
количества хлорной кислоты при кипячении в ме-
таноле (схема 3).

Фармакологические свойства синтезированных
гетероциклов. Антагонистическая активность по
отношению к аденозиновому рецептору А1 in vitro.
Исследование антагонистического действия син-
тезированных азолоазинов (III–V), (VIII), (IX) и
(XI) в концентрации 10 мкМ в отношении адено-
зинового рецептора А1 проведено на модели аде-
нозинзависимого изменения хронотропного эф-
фекта in vitro с использованием изолированных
предсердий белых мышей. Было обнаружено, что
наибольшую антагонистическую активность про-
являют гетероциклы 6-нитроазолопиримидино-
вого ряда (III–V), в то время как соответствую-
щие тиадиазолопиримидины (VIII), (IX) и три-
азолопурин (XI) фактически не оказывали
статистически значимого действия на А1 АР. Од-
нако все исследуемые соединения уступали по
данному показателю препарату сравнения кофе-
ину (табл. 1). Тем не менее полученные результа-
ты позволяют рассматривать триазоло[1,5-a]пи-
римидиновый скаффолд как перспективную ос-
нову для поиска структур с более высоким
сродством к данной биологической мишени.

Офтальмогипотензивные свойства соединений
in vitro. Влияние соединений на уровень ВГД изу-
чали на беспородных интактных крысах методом
тонометрии. Показано, что все исследуемые со-
единения обладают офтальмогипотензивными
свойствами. Так, при изучении действия гетеро-
цикла (VIII) выявлено повышение офтальмото-
нуса на 10% в течение 60 мин, после чего проис-
ходило незначительное снижение ВГД до исход-
ных значений (рис. 1а) как в тестовом, так и в
контрольном глазах, что выступает показателем
нежелательного резорбтивного эффекта. Однако
к третьему часу ВГД тестового глаза снижалось на
20%, а в контрольном глазу не изменялось.

Исследования соединения (IX) продемонстри-
ровали, что в течение 60 мин после его закапыва-
ния в тестовый глаз ВГД практически не изменя-
лось. Однако ко второму часу исследования на-
блюдалось снижение ВГД на 13% и к третьему
часу – на 18% (рис. 1б). В контрольном глазу ди-
намика ВГД находилась в пределах нормы, что
свидетельствует об отсутствии системного дей-
ствия изучаемого соединения.

Закапывание в тестовый глаз азоло[5,1-b]пу-
рина (XI) приводило к снижению офтальмотону-
са на 26% уже к первому часу исследования, на
30% через 2 ч и достигала максимального эффекта
(34%) через 3 ч (рис. 1в). В контрольном глазу
ВГД изменялось в диапазоне 1–2 мм рт. ст., что
свидетельствует об отсутствии системного дей-
ствия изучаемого соединения (XI).

При этом оказалось, что наиболее активные в
отношении А1 АР гетероциклы (III–V) не приво-
дят к снижению ВГД в исследуемых концентра-
циях. По всей видимости, влияние соединений
(VIII), (IX) и (XI) на ВГД не связано с ингибиро-

Таблица 1. А1-антагонистическая активность синтези-
рованных гетероциклов

Примечание. Концентрация исследуемых соединений и ко-
феина составляла 10 мкМ. Данные представлены в виде
среднего арифметического значения ± стандартная ошибка
среднего арифметического значения. * p < 0.05 по сравнению
с показателями, полученными для кофеина (критерий Крас-
кела–Уоллиса с постестом Данна для множественных срав-
нений).

Соединение или препарат

Подавление 
отрицательного 

хронотропного эффекта 
аденозина, Δ%

(III) 36.9 ± 5.4
(IV) 32.5 ± 3.8
(V) 45.9 ± 3.7

(VIII) 0.5 ± 0.5*
(IX) 2.5 ± 2.5*
(XI) 2.5 ± 1.1*

Кофеин 60.5 ± 3.7
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ванием А1 АР, а задействует другой механизм
биологического действия.

Цитотоксичность соединений. На заключи-
тельном этапе с целью предварительной оценки
токсикологических характеристик наиболее ак-
тивных соединений (VIII), (IX) и (XI) была изуче-
на их цитотоксичность в МТТ-тесте на линии кле-
ток человека HepG2. Для 6-нитротиадиазоло[3,2-
a]пиримидинов (VIII) и (IX) цитотоксичность LC50
составила 0.073 и 0.072 мМ соответственно, что в
30–40 раз меньше, чем у препарата сравнения док-
сорубицина. Наименьшее цитотоксическое дей-
ствие выявлено для триазоло[5,1-b]пурина (XI),
уровень LC50 для которого превышает 1 мМ и нахо-
дится за пределами максимальных исследованных
концентраций (табл. 2), превосходя по безопасно-
сти доксорубицин более чем в 500 раз.

Было показано, что с точки зрения сродства к
А1 АР наиболее выгоден 1,2,4-триазоло[1,5-a]пи-
римидиновый (III) и тетразоло[1,5-a]пиримиди-
новый скаффолд (IV,V), тогда как 1,3,4-тиадиазо-
ло[3,2-a]пиримидины (VIII), (IX) и 1,2,4-триазо-

Рис. 1. Влияние соединений (VIII) (а), (IX) (б) и (XI) (в) на внутриглазное давление интактных крыс.
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Таблица 2. Цитотоксичность соединений (VIII), (IX) и
(XI) в сравнении с доксорубицином на клетках гепато-
целлюлярной карциномы человека HepG2 (МТТ-тест)

Соединение или препарат LC50, мМ

(VIII) 0.073
(IX) 0.072
(XI) >1

Доксорубицин 0.002
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ло[5,1-b]пурин (XI) не проявили статистически
значимого ингибирующего эффекта в отношении
этого рецептора. С другой стороны, полученные
6-нитроазоло[1,5-a]пиримидины уступали в
сродстве к А1 АР препарату сравнения кофеину,
что свидетельствует о необходимости дальней-
шей структурной модификации для создания бо-
лее мощных ингибиторов.

Обратная закономерность наблюдалась при
исследовании офтальмогипотензивных свойств
полученных гетероциклов: азоло[1,5-a]пирими-
дины (III–V) не оказывали влияния на ВГД крыс,
в то время как тиадиазоло[3,2-a]пиримидины
(VIII), (IX) и триазоло[5,1-b]пурин (XI) проде-
монстрировали гипотензивное действие. При
этом соединение-лидер, 5-метил-8-(гидрокси-
этил)триазоло[5,1-b]пурин (XI), снижало офталь-
мотонус на 34% через 3 ч, не проявляя нежела-
тельного резорбтивного эффекта. Кроме того,
было показано, что гетероциклы, оказывающие
влияние на ВГД, демонстрируют значительно
меньшую цитотоксичность, чем препарат сравне-
ния доксорубицин.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез гетероциклов азолоазинового ряда.
Спектры 1Н- и 13С-ЯМР полученных соединений
регистрировали на спектрометре Avance II (400 и
100 МГц соответственно; Bruker, Германия) при
температуре 25°С, внутренний стандарт ТМС,
растворитель DMSO-d6 и CDCl3. Элементный
анализ выполняли на анализаторе 2400 CHN
(PerkinElmer, США). Контроль за ходом реакций
осуществляли при помощи ТСХ на пластинках
Silufol UV-254 (Imid LTD, РФ, Краснодар). Тем-
пературу плавления измеряли на приборе Stuart
SMP3. Гетероциклы (III) [14], (IV) и (V) [12],
(VIII) и (IX) [13] и (X) [11] были синтезированы по
ранее разработанным методикам.

Синтез 5-метил-8-(2-гидроксиэтил)триазоло-
[5,1-b]пурина (XI). К раствору 2.18 г (0.01 моль)
5-метил-8-(2-ацетоксиэтил)триазоло[5,1-b]пури-
на в 40 мл MeOH добавляли 0.5 мл 60%-ной HClO4,
полученную смесь кипятили в течение 24 ч. Реак-
ционную массу упаривали в вакууме при 35°С,
остаток перекристаллизовывали из изо-бутанола.

Белый порошок. Rf (EtOAc) 0.4, Т. пл. 214–
216°С. Выход 89%. Найдено, %: С 49.44; Н 4.50;
N 38.80. Брутто-формула: C9H10N6O. Вычислено, %:
С 49.54; Н 4.62; N 38.51. Спектр 1H-ЯМР (400 МГц,
DMSO-d6), δ (м.д.): 2.84 (3Н, c, CH3), 3.87 (2Н, т,
J 4.0, OСН2), 4.69 (2Н, т, J 4.0, NСН2), 8.40 (1Н, c,
С7Н), 8.84 (1Н, c, C2H). Спектр 13С-ЯМР
(100 МГц, CDCl3), δ (м.д.): 20.2 (CH3), 49.0
(NCH2), 59.8 (OCH2), 127.5 (C5a), 134.3 (C8a),
142.6 (C7), 151.2 (C3a), 152.3 (C2), 159.4 (C5).

Фармакологические исследования полученных
соединений. Антагонистическая активность со-
единений по отношению к аденозиновому рецептору
A1. Исследование антагонистической активности
соединений (III–V), (VIII), (IX) и (XI) по отноше-
нию к A1 АР проводили на изолированных пред-
сердиях 20 белых мышей обоих полов возрастом
4 месяца (питомник “Рапполово”, Ленинград-
ская область) на модели аденозинзависимого из-
менения хронотропного эффекта in vitro в моди-
фикации Бригадировой с соавт. [15] с использо-
ванием буферного раствора Кребса–Хенселейта
(состав, мМ): NaCl – 118.0; KCl – 4.7; KH2PO4 –
1.18; MgSO4 – 1.2; CaCl2 – 2.5; NaHCO3 – 25.0;
глюкоза – 5.55; pH 7.4) при постоянной оксигена-
ции (95% O2 – 5% СО2) и термостатировании при
37°С. Исследуемые вещества в концентрации
10 мкМ вносили в ванночку с изолированными
предсердиями, после чего добавляли аденозин
(10 мкМ; Sigma-Aldrich, США). Активность со-
единений оценивали по степени подавления ин-
дуцированного аденозином снижения хронотро-
пизма изолированных предсердий, работающих в
собственном ритме (без стимуляции), в сравне-
нии с контрольным эффектом аденозина (в Δ%).
Сокращения предсердий регистрировали с исполь-
зованием изометрического датчика TSD125C при
изометрической нагрузке в 1 г в 4-канальной уста-
новке поддержания жизнедеятельности изолиро-
ванных тканей DA100C (Biopac Systems, Inc., США)
и программного обеспечения AcqKnowledge 4.0
(Biopac Systems, Inc., США). Количество сокраще-
ний изолированных предсердий измеряли за 30-се-
кундный интервал с последующим расчетом ча-
стоты сердечных сокращений (ЧСС). В качестве
препарата сравнения использовали неселектив-
ный антагонист аденозиновых рецепторов А1/2а –
кофеин (10 мкМ; Sigma-Aldrich, США).

Величину подавления хронотропизма пред-
сердий (Δ%) рассчитывали по формуле:

где ΔЧССконтр – разница между исходной ЧСС и
ЧСС, рассчитанной после введения аденозина в
контрольном измерении; ΔЧССопыт – разница
между исходной ЧСС и ЧСС, рассчитанной после
введения аденозина на фоне экспозиции иссле-
дуемых соединений в опытном измерении.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием непараметрического кри-
терия Краскела–Уоллиса с постестом Данна для
множественных сравнений в программе Graph-
Pad Prism 7.0 (GraphPad Software, США).

Офтальмогипотензивные свойства соединений
in vitro. Изучение влияния соединений на уровень
ВГД проводили на 48 взрослых беспородных ин-
тактных крысах обоих полов возрастом 2 месяца
(питомник “Рапполово”, Ленинградская об-

( )контр опыт%  100 – ЧСС / ЧСС 100 ,Δ = Δ Δ ×
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САВАТЕЕВ и др.

ласть) методом тонометрии с использованием
прибора TonoVet (Финляндия) [16]. Исследова-
ние соединений производили по методике Mar-
cus et al. [17]. Производные азолопиримидинов
(III–V), (VIII), (IX) и (XI) закапывали в правый
(тестовый) глаз лабораторного животного в кон-
центрации 0.2% однократно в объеме 50 мкл, а в
левый глаз – деионизированную воду в том же
объеме. В качестве препаратов сравнения исполь-
зовали 0.5%-ные глазные капли тимолол (Тимо-
лол-СОЛОфарм; Гротекс, Россия) и 0.1%-ные
глазные капли бримонидин (Сантибрим; Сен-
тисс Фарма Пвт. Лтд., Индия) с доказанным ВГД-
снижающим действием, применяемые в клини-
ческой практике. Препараты сравнения также за-
капывали в правый (тестовый глаз) лабораторных
животных в объеме 50 мкл, в левый глаз – де-
ионизированную воду в том же количестве. Ле-
вый глаз, в свою очередь, служил для оценки воз-
можного системного воздействия исследуемых
соединений. Измерение ВГД проводили в пяти
временных точках (0, 30, 60, 120, 180 мин), где
0 мин – исходное значение. Наличие ВГД-сни-
жающей активности оценивали по максимально-
му уменьшению ВГД от исходных значений.

Цитотоксичность соединений. Оценку цито-
токсичности наиболее активных соединений
(VIII), (IX) и (XI) проводили с помощью МТТ-те-
ста [18] в модификации на клетках линии HepG2
(гепатоцеллюлярной карциномы человека)
(ATCC® HB-8065™). Культивирование клеток
проводили в полной ростовой среде F-12 (Gibco,
США) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (Gibco, США), 1% пенициллина-
стрептомицина (Gibcо, США), 1% незаменимых
аминокислот (NEAA) (Sigma-Aldrich, США),
2 мМ пирувата натрия (Sigma-Aldrich, США) в
СО2-инкубаторе Galaxy 170R (New Brunswick,
Германия) при температуре 37°С в атмосфере 5%
СО2. Соединения и наиболее широко используе-
мый цитостатик сравнения доксорубицин (Sig-
ma-Aldrich, США) исследовали в диапазоне кон-
центраций от 0.1–1.0 мМ с инкубацией в течение
48 ч. Жизнеспособность клеток, коррелирующую
со способностью митоходриальных дегидрогеназ
превращать МТТ-реагент (бромид 3-(4,5-диме-
тилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия) в фор-
мазан, определяли по данным оптической плот-
ности при 555 нм (референсная длина волны
650 нм) с использованием планшетного ридера
CLARIOstar (BMG LABTECH, США). Обработку
данных и расчет LC50 (концентрация, подавляю-
щая жизнедеятельность клеток на 50% относи-
тельно интактного контроля) проводили с помо-
щью программного обеспечения MARS Data
Analysis Software (BMG LABTECH, США) и
GraphPad Prism v.7.0 (GraphPad Software, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, были синтезированы шесть

соединений ряда азолоазинов. На модели адено-
зинзависимого изменения хронотропного эф-
фекта in vitro с использованием изолированных
предсердий белых мышей показано, что с точки
зрения сродства к аденозиновому рецептору А1
наиболее выгоден 1,2,4-триазоло[1,5-a]пирими-
диновый (III) и тетразоло[1,5-a]пиримидиновый
(IV), (V) скаффолд, тогда как 1,3,4-тиадиазо-
ло[3,2-a]пиримидины (VIII), (IX) и 1,2,4-триазо-
ло[5,1-b]пурин (XI) не проявили статистически
значимого ингибирующего эффекта в отношении
этого рецептора. С другой стороны, полученные
6-нитроазоло[1,5-a]пиримидины уступали пре-
парату сравнения кофеину в сродстве к аденози-
новому рецептору А1, что свидетельствует о необ-
ходимости дальнейшей структурной модифика-
ции для создания более мощных ингибиторов.
Обратная закономерность наблюдалась при ис-
следовании офтальмогипотензивных свойств по-
лученных гетероциклов: азоло[1,5-a]пиримидины
(III–V) не оказывали влияния на внутриглазное
давление крыс, в то время как тиадиазоло[3,2-a]пи-
римидины (VIII), (IX) и триазоло[5,1-b]пурин (XI)
продемонстрировали гипотензивное действие. При
этом при использовании соединения-лидера, 5-ме-
тил-8-(гидроксиэтил)триазоло[5,1-b]пурина (XI),
офтальмотонус снижался на 34% через 3 ч, неже-
лательный резорбтивный эффект не наблюдался.
Кроме того, в МТТ-тесте на линии клеток гепато-
целлюлярной карциномы человека HepG2 было
показано, что гетероциклы, оказывающие влия-
ние на ВГД, демонстрируют на 1–2 порядка
меньшую цитотоксичность, чем препарат сравне-
ния доксорубицин.
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Nitroazolopyrimidines: Effects on A1 Adenosine Receptor and Intraocular 
Pressure on Rats

K. V. Savateev*, #, V. L. Rusinov*, S. K. Kotovskaya*, A. A. Spasov***, L. V. Naumenko**, 
A. S. Taran***, A. A. Brigadirova**, D. S. Yakovlev***, K. T. Sultanova***, and N. M. Shcherbakova**
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A few compounds of the 5(7)-alkylamino-6-nitroazolopyrimidine and 8-alkylazolo[5,1-b]purine series were
selected based on the structural analysis of A1 adenosine receptor inhibitors and role of this biological target
in the modulation of intraocular pressure which is an important factor in the pathogenesis of glaucoma. In
this paper we synthesized six compounds of the 5(7)-alkylamino-6-nitroazolopyrimidine and 8-alkylazo-
lo[5,1-b]purine series. It has been shown that these heterocycles possess low affinity towards A1 adenosine
receptor in a model of adenosine-dependent changes in chronotropic effect in vitro on isolated atria of white
mice. On the other hand, thiadiazolo[3,2-a]pyrimidines and triazolo[5,1-b]purine have shown hypotensive
effect in vivo at rats: the leader compound (5-methyl-8-(hydroxyethyl)triazolo[5,1-b]purine) (0.2% solution)
resulted in a 34% reduction in ophthalmotonus after 3 hours, while no undesirable resorptive effect was ob-
served. In addition, heterocycles that affect IOP have been shown to exhibit 1–2 order less cytotoxicity than
reference compound doxorubicin by MTT-test on the human HepG2 cell line.

Keywords: azolopyrimidines, azolopurines, adenosine receptors, adenosine, intraocular pressure, glaucoma
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