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Взаимодействием этилбензоилацетата с формальдегидом и гидрохлоридами эфиров природных амино-
кислот в среде ацетатного буфера (AcONa–AcOH, pH 4.0) при комнатной температуре получены новые 
5-бензоилзамещенные производные гексагидропиримидина с выходами 41–61%. Изучены цитоток-
сические свойства гексагидропиримидинов in vitro с использованием клеточных линий нормального 
(HEK293) и опухолевого (Jurkat, HepG2) происхождения. Наиболее чувствительными к воздействию 
гексагидропиримидинов оказались клетки Т-лимфобластной лейкемии Jurkat. Этил-5-бензоил-1,3-бис[2- 
этокси-1-(4-гидроксибензил)-2-оксоэтил]гексагидропиримидин-5-карбоксилат проявил наиболее выра-
женную цитотоксическую активность в отношении всех исследованных клеточных линий.
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Содержащие гексагидропиримидиновый фраг-
мент соединения проявляют высокую биологиче-
скую активность. Среди производных гексагидро-
пиримидина известны вещества, обладающие про-
тивоопухолевыми [1], цитотоксическими [2–4], 
антибактериальными [5, 6], противомалярийны-
ми [7], противовирусными [8] и ноотропными [9] 
свойствами.

Химическая модификация пиримидинового 
кольца при замене исходных компонентов класси-
ческой реакции Манниха [10–12] может привести 
к изменению фармакологических свойств, а также 

к получению новых производных пиримидина с 
потенциальной биологическая активностью. Ранее 
нами сообщалось о цитотоксической активности 
производных гексагидропиримидина, содержа-
щих аминокислотный фрагмент [3]. Установлено, 
что производные, содержащие арильные группы 
в заместителях, находящихся в положениях 1 и 
3 гексагидропиримидинового цикла, обладают 
более выраженной цитотоксичностью [3]. В про-
должение наших исследований в области дизайна 
биологически активных производных гексагидро-
пиримидина [3, 4] нами синтезирована серия за-
мещенных гексагидропиримидинов, содержащих 
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бензоильный фрагмент в положении 5, с использо-
ванием этилбензоилацетата (1) в качестве субстра-
та в условиях реакции Манниха.

В качестве аминной компоненты реакции 
Манниха использовали гидрохлориды эфиров гли-
цина (2a), l-аланина (2b), l-валина (2c), l-лейци-
на (2d) и l-тирозина (2e). Реакцию проводили при 
мольном соотношении этилбензоилацетат–фор-
мальдегид–амин 1:15:2 в среде ацетатного буфера 
(AcONa–AcOH, pH 4.0) по методике, предложен-
ной нами ранее [3]. Один из плюсов используе-
мого нами метода – получение диастереомерно 
чистых производных гексагидропиримидина, от-
сутствие эпимеризации в указанных условиях ре-
акции было доказано нами ранее [13]. Так, 5-бен-
зоилгексагидропиримидин-5-карбоксилаты 3a–e 
получены с выходами 41–61% (схема 1).

Следует отметить, что в данных условиях ре-
акции не происходит дебензоилирования, кото-

рое отмечалось нами ранее при проведении ре-
акции этилбензоилацетата с формальдегидом и 
первичными аминами в метаноле [14]. Также на-
блюдается дебензоилирование соответствующих 
1,3-дикарбонильных соединений в реакции с фор-
малином и ароматическими аминами [15]. Таким 
образом, проведение реакции в среде ацетатного 
буфера (AcONa–AcOH, pH 4.0) способствует бо-
лее селективному протеканию реакции (схема 1).

Цитотоксическую активность синтезированных 
соединений 3a–e определяли in vitro с использова-
нием клеточных линий нормального (HEK293) и 
опухолевого (Jurkat, HepG2) происхождения (см. 
таблицу).

Как следует из данных, представленных в та-
блице, соединения 3b, c, d проявляют умеренную 
цитотоксическую активность в отношении кле-
точной линии лимфобластной лейкемии Jurkat, 

Схема 1

N NPh
CO2Et

O
CH2O H2N CO2R1

R2 H

HCl
+ +

Ph

O
CO2Et

CO2R1R1O2C

R2 R2

AcONa/AcOH

pH 4, rt, 24 ч

1 2a–e 3a–e
R1 = Et, R2 = H (a), R1 = R2 = Me (b), R1 = Me, R2 = CH(Me)2 (c);

R1 = Me, R2 = CH2CH(Me)2 (d); R1 = Et, R2 = CH2C6H4(OH)-4 (e).

S S

Цитотоксическая активность соединений 3a–e in vitro

Соединение
IC50, мкM

HEK293 Jurkat HepG2

3a >100 >100 >100

3b >100 33.42±7.53a

(p = 0.00001) >100

3c >100 29.20±6.76a

(p = 0.00001) 107.80±1.11

3d >100 51.72±8.91a

(p = 0.00002) >100

3e 32.74±8.06 8.45±0.78a

(p = 0.000)
16.31±1.51b

(p = 0.002)
а Различия значений IC50 клеток Jurkat по сравнению с клетками HEK293 статистически достоверны (однофакторный дисперси- 
  онный анализ (ANOVA) с последующим тестом Даннета)
b Различия значений IC50 клеток HepG2 по сравнению с клетками HEK293 статистически достоверны (однофакторный дисперси- 
  онный анализ (ANOVA) с последующим тестом Даннета)
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не оказывая цитотоксического эффекта на услов-
но-нормальные клетки HEK293 и клетки линии 
HepG2. Наиболее выраженное токсическое дей-
ствие в отношении всех исследованных клеток 
установлено для соединения 3e {этил-5-бензо-
ил-1,3-бис[2-этокси-1-(4-гидроксибензил)-2-оксо-
этил]гексагидропиримидин-5-карбоксилат}, более 
чувствительной оказалась линия Jurkat. В целом 
результаты исследования цитотоксической актив-
ности 5-бензоилзамещенных производных гекса-
гидропиримидина показали, что наибольшую чув-
ствительность к данным соединениям проявляют 
клетки лимфобластной лейкемии Jurkat.

Реакция этилбензоилацетата (1) с формаль-
дегидом и гидрохлоридами эфиров аминокис-
лот 2a–e (общая методика). К раствору гидрох-
лорида эфира аминокислоты 2a–e (5.2 ммоль) и 
AcONa∙3H2O (5.2 ммоль) в ацетатном буфере (5 мл, 
pH 4.0) при перемешивании прибавляли 0.5 г 
(2.6 ммоль) этилбензоилацетата (1) и 33%-ный 
водный раствор формальдегида (39 ммоль). Реак- 
ционную смесь перемешивали при комнатной 
температуре в течение 24 ч, затем экстрагирова-
ли CH2Cl2 (3×10 мл), сушили безводным Na2SO4, 
растворитель удаляли при пониженном давле-
нии. Остаток хроматографировали на колонке с 
Kieselgel 60 (гексан–этилацетат, 10:0→7:3).

Этил-5-бензоил-1,3-бис(2-этокси-2-оксо- 
этил)гексагидропиримидин-5-карбоксилат 
(3а). Получен из 0.73 г аминокислоты 2a. Выход 
0.46 г (41%), бесцветное масло. Спектр ЯМР 1Н, 
δ, м.д.: 1.10 т (3H, CH3, J 7.1 Гц), 1.18–1.23 м (6H, 
CH3), 3.32–3.41 м (4H, NCH2), 3.42–3.50 м (4H, 
NCH2), 3.58 д [1H, NCH2

(a)N, J 10.1 Гц], 3.66 д [1H, 
NCH2

(e)N, J 10.1 Гц], 4.04–4.11 м (4H, OCH2), 4.15 
к (2H, OCH2, J 7.2 Гц), 7.35–7.40 м [2H, CH(Ph)-м], 
7.46–7.51 м [1H, CH(Ph)-п], 7.74–7.78 м [2H, 
CH(Ph)-о]. Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 13.76, 14.15 
(Me), 55.62, 55.82 (NCH2, NCH2CO2), 57.54, 60.48 
(OCH2), 61.89 (OCH2), 72.25 (NCH2N), 128.24 
[CH(Ph)-о], 128.56 [CH(Ph)-м], 132.49 [CH(Ph)-п], 
136.23 [C(Ph)-изо], 170.41, 170.54 (CO2), 196.21 
(CO). Масс-спектр (ХИАД), m/z (Iотн, %): 435 
[M + H]+. Найдено, %: C 60.21; H 6.84; N 6.39. 
C22H30N2O7. Вычислено, %: C 60.82; H 6.96; N 
6.45.

Этил-5-бензоил-1,3-бис(2-метокси-1-метил-
2-оксоэтил)гексагидропиримидин-5-карбок-

силат (3b). Получен из 0.73 г аминокислоты 2b. 
Выход 0.59 г (52%), бесцветное масло, [α]D

20 –35.9 
(c 1, CH2Cl2). Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 1.09–1.15 м 
(3H, CH2CH3), 1.17–1.21 м (3Н, CH3), 1.26–1.29 м 
(3Н, CH3), 3.22–3.30 м [1H, NCH2

(a)], 3.35–3.44 м 
[4H, NCH2, NCH2

(a)N], 3.46–3.53 м [2H, NCH2
(e)N, 

CH], 3.55–3.60 м (1H, CH), 3.57 с (3H, CH3), 3.64 
с (3H, CH3), 4.16 к (2H, OCH2, J 7.0 Гц), 7.34–7.40 
м [2H, CH(Ph)-м], 7.45–7.50 м [1H, CH(Ph)-п], 
7.73–7.78 м [2H, CH(Ph)-о]. Спектр ЯМР 13С, 
δ, м.д.: 13.84, 14.87 (CH3), 51.49 (OCH3), 52.17 
(NCH2), 52.99 (NCH2), 58.04, 59.97 (CH), 61.96 
(OCH2), 69.05 (NCH2N), 128.17 [CH(Ph)-о], 128.37 
[CH(Ph)-м], 132.33 [CH(Ph)-п], 136.60 [C(Ph)-изо], 
170.05, 172.93 (CO2), 195.98 (C=O). Масс-спектр 
(ХИАД), m/z (Iотн, %): 435 [M + H]+. Найдено, %: C 
60.95; H 6.93; N 6.46. C22H30N2O7. Вычислено, %: 
C 60.82; H 6.96; N 6.45.

Этил-5-бензоил-1,3-бис[1-(метоксикарбо- 
нил)-2-метилпропил]гексагидропирими-
дин-5-карбоксилат (3c). Получен из 0.87 г ами-
нокислоты 2c. Выход 0.77 г (61%), бесцветное 
масло, [α]D

20 –30.6 (c 1, CH2Cl2). Спектр ЯМР 
1Н, δ, м.д.: 0.77 д (3H, CH3, J 6.4 Гц), 0.79 д (3H, 
CH3, J 6.4 Гц), 0.82–0.88 м (9H, CH3), 1.88–2.05 
м [2H, CH(CH3)2], 3.08 д [1H, NCH2

(a), J 11.8 Гц], 
2.16–3.37 м [6H, NCH2

(a), NCH2
(e), NCH], 3.44 д 

[1H, NCH2
(e), J 11.8 Гц], 3.64, 3.65 с (6H, OCH3), 

4.10–4.18 м (2H, OCH2), 7.34–7.40 м [3H, CH(Ph)], 
7.71–7.76 м [2H, CH(Ar)-о]. Спектр ЯМР 13С, δ, 
м.д.: 13.84 (CH2CH3), 19.33, 19.46 (CH3), 27.01, 
27.07 [CH(CH3)2], 50.85, 51.50 (OCH3), 53.77, 
54.68 (NCH2), 58.62, 61.58 (OCH2), 69.34 (NCH2N), 
72.51, 72.66 (NCH), 128.03, 128.23 [CH(Ph)], 132.05 
[CH(Ph)-п], 135.80 [C(Ph)-изоо], 169.82, 171.49 
(CO2), 194.75 (CO). Масс-спектр (ХИАД), m/z (Iотн, 
%): 491 [M + H]+. Найдено, %: C 64.05; H 7.80; N 
5.75. C26H38N2O7. Вычислено, %: C 63.65; H 7.81; 
N 5.71.

Этил-5-бензоил-1,3-бис[1-(метоксикарбо- 
нил)-3-метилбутил]гексагидропиримидин-5- 
карбоксилат (3d). Получен из 0.94 г аминокис-
лоты 2d. Выход 0.81 г (60%), бесцветное мас-
ло, [α]D

20 –27.3 (c 1, CH2Cl2). Спектр ЯМР 1Н, δ, 
м.д.: 0.75–0.82 м (9Н, CH3), 0.83–0.89 м (6Н, CH3), 
1.37–1.65 м (6H, CH, CH2CH), 3.12 д [1H, NCH2

(a), J 
10.6 Гц], 3.19–3.43 м [6H, NCH2

(e), NCH2
(a), NCH2N, 
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NCH], 3.53 д [1H, NCH2
(e), J 11.7 Гц], 3.64, 3.66 с (6H, 

OCH3), 4.13–4.21 м (2H, OCH2), 7.31–7.55 м [3H, 
CH(Ph)], 7.71–7.87 м [2H, CH(Ph)-о]. Спектр ЯМР 
13С, δ, м.д.: 13.85 (CH2CH3), 21.65, 22.07 (CH3), 
24.52, 24.59 [CH(CH3)2], 37.79, 37.87 (CH2CH), 
51.11, 51.29 (OCH3), 52.77, 52.91 (NCH2), 58.60, 
61.58 (OCH2), 63.49, 63.51 (NCH), 68.65 (NCH2N), 
128.00, 128.17 [CH(Ph)], 131.93 [CH(Ph)-п], 137.50 
[C(Ph)-изо], 169.87, 172.56 (CO2), 195.01 (CO). 
Масс-спектр (ХИАД), m/z (Iотн, %): 519 [M + H]+. 
Найдено, %: C 65.31; H 8.16; N 5.44. C28H42N2O7. 
Вычислено, %: C 64.84; H 8.16; N 5.40.

Этил-5-бензоил-1,3-бис[2-этокси-1-(4-ги- 
дроксибензил)-2-оксоэтил]гексагидропирими-
дин-5-карбоксилат (3e). Получен из 1.28 г ами-
нокислоты 2e. Выход 0.9 г (54%), светло-желтое 
масло. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 1.06–1.11 м (6H, 
CH3), 1.15 м (3H, CH3), 2.70–3.00 м [5H, CH2Ar, 
NCH2

(a)], 3.07 д [1H, NCH2
(e), J 11.8 Гц], 3.23 д [1H, 

NCH2
(a), J 11.8 Гц], 3.32–3.37 м [1H, NCH2

(a)N], 
3.39–3.45 м [3H, NCH, NCH2

(e)], 3.59–3.62 м [1H, 
NCH2

(e)N], 3.92–4.42 м (6H, OCH2), 6.62–6.71 м 
[4H, CH(Ar)-м], 6.89–6.97 м [4H, CH(Ar)-о], 7.39–
7.52 м [3H, CH(Ph)], 7.65–7.69 м [2H, CH(Ph)-о]. 
Спектр ЯМР 13С, δ, м.д.: 12.94, 13.40 (CH3), 34.24, 
34.28 (CH2Ar), 53.09, 54.58 (NCH2), 58.54, 60.05, 
61.73 (OCH2), 67.51, 67.65 (NCH), 69.52 (NCH2N), 
114.78 [CH(Ar)-м], 127.61, 127.85, 128.38, 129.96, 
131.77 [CH(Ar), CH(Ph)], 128.32 [C(Ar)-изо], 137.47 
[C(Ph)-изо], 155.66 [C(Ar)-п], 169.78, 171.14, 171.20 
(CO2), 197.39 (CO). Масс-спектр (ХИАД), m/z (Iотн, 
%): 647 [M + H]+. Найдено, %: C 67.15; H 6.45; N 
4.35. C36H42N2O9. Вычислено, %: C 66.86; H 6.55; 
N 4.33.

Цитотоксическую активность синтезирован-
ных соединений определяли in vitro с помощью 
витального красителя PrestoBlue, согласно про-
токолу изготовителя (Invitrogen, США). Клетки 
линии HEK293 (клетки эмбриональной почки 
человека) и HepG2 (гепатоцеллюлярная карцино-
ма человека) помещали в 96-луночные планшеты 
в 100 мкл среды DMEM (ПанЭко, Россия), клет-
ки линии Т-лимфобластной лейкемии Jurkat – в 
среде RPMI (ПанЭко, Россия) в присутствии 10% 
FBS (Gibco, США), 2 мM L-глутамин (ПанЭко, 
Россия), 50 мкг/мл гентамицин (Биолот, Россия). 
После 24 ч культивирования в каждую лунку вно-

сили исследуемые соединения в концентрациях 
1, 10, 100 мкМ (в 0.1 % ДМСО) и инкубировали 
в течение 48 ч при 37°C, 5% СО2. По окончании 
инкубации к клеткам добавляли реагент PrestoBlue 
в количестве, рекомендованном производителем 
(1/9 объема культуры). Детекцию флуоресценции 
проводили, используя мультипланшетный анали-
затор 2300 EnSpire Multimode Plate Readers (Perkin 
Elmer, США). Расчет значений IC50 (концентрация 
вещества, при которой наблюдается 50% ингиби-
рование жизнеспособности клеток) определяли с 
помощью программного обеспечения GraphPad 
Prizm v.5.02 (GraphPad Software Inc., США).

Статистический анализ проводили с помощью 
стандартного пакета программ статистического 
анализа Statistica 6.1 (StatSoft. Inc.). Данные пред-
ставлены в виде среднего значения 3-х измерений 
для каждой концентрации ± стандартная ошибка 
среднего, по отношению к значениям контроля 
(0.1% ДМСО), принятого за 100%.

Для выявления значимости различий применяли 
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA 
с использованием критерия Даннета. Уровень 
достоверности различий считали значимым при 
p < 0.05.

Спектры ЯМР 1Н, 13С зарегистрированы на 
спектрометре Bruker Avance III (США) (500 МГц 
для ядер 1H, 125 МГц для ядер 13C) в CDCl3 или 
CD3OD (для 3e), внутренний стандарт ТМС. 
Масс-спектры записаны на жидкостном хрома-
томасс-спектрометре LC-MS-2010EV Shimadzu 
(Япония) (ионизация электрораспылением). 
Элементный анализ соединений проведен на 
CHNS-анализаторе EuroEA-3000 (HEKAtech 
GmbH, Германия). ТСХ анализ проведен на ана-
литических пластинах Sorbfil ПТСХ-АФ-А ООО 
«ИМИД», г. Краснодар (элюент гексан–AcOEt, 
7:3). Препаративное разделение осуществлено с 
помощью колоночной хроматографии на силика-
геле Macherey-Nagel Kieselgel 60 (70–230 меш) 
(Германия). Коммерчески доступные гидрохло-
риды эфиров аминокислот и этилбензоилаце-
тат «Aldrich» использованы без дополнительной 
очистки.

ВЫВОДЫ
Синтезирована серия новых 5-бензоилзаме-

щенных производных гексагидропиримидина на 
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основе этилбензоилацетата, формальдегида и эфи-
ров природных аминокислот. Оценка цитотокси-
ческой активности in vitro с использованием кле-
точных линий нормального (HEK293) и опухоле-
вого (Jurkat, HepG2) происхождения показала, что 
большую чувствительность к 5-бензоилзамещен-
ным производным гексагидропиримидина про-
являют клетки лимфобластной лейкемии Jurkat. 
Наиболее выраженное токсическое действие в 
отношении всех исследованных клеток проявля-
ет соединение 3e, при этом более чувствительной 
оказалась линия Jurkat.
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The reaction of ethyl benzoyl acetate with formaldehyde and natural amino acid ester hydrochlorides in ace-
tate buffer (AcONa–AcOH, pH 4) at room temperature gave new 5-benzoyl-substituted hexahydropyrimidine 
derivatives in 41–61% yields. In vitro cytotoxic properties of hexahydropyrimidines on conditionally normal 
cell line (HEK293) and tumor cell lines (Jurkat, HepG2) were studied. The most sensitive to the effect of 
hexahydropyrimidines were T-lymphoblastic leukemia Jurkat cells. Ethyl 5-benzoyl-1,3-bis[2-ethoxy-1-(4-hy-
droxybenzyl)-2-oxoethyl]hexahydropyrimidine-5-carboxylate showed the most pronounced cytotoxic activity 
against all studied cell lines

Keywords: hexahydropyrimidine, ethyl benzoylacetate, amino acid, multicomponent reactions, Mannich type 
reaction, cytotoxic activity


