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Трехкомпонентной реакцией 3,5-диацетил-2,6-диметилпиридина, п-N-диметил аминобензальдегида и 
фенилгидразина в присутствии KOH в этаноле получен продукт конденсации двух молекул п-N-диме-
тиламинобензальдегида и фенилгидразина – бис(биарилгидразон). Строение полученного производного 
доказано данными спектроскопии ЯМР 1Н и 13С и рентгеноструктурного анализа. Показано, что про-
изводное бисбиарилгидразона обладает высокой антирадикальной и цитопротекторной активностью.
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(биарилгидразон), рентгеноструктурный анализ, антирадикальная и цитопротекторная активность
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3,5-Диацетил-2,6-диметилпиридин 1, получае-
мый окислением соответствующего 1,4-дигидро-
пиридина [1, 2], является лабораторно доступным 
и весьма привлекательным синтоном для синтеза 
различных моно- и биспроизводных. Наличие двух 
реакционноспособных ацетильных групп позволя-
ет проводить разнообразные химические модифи-
кации, включая конденсацию Кляйзена–Шмидта, 
сложноэфирную конденсацию Кляйзена [3] и т. д., 
продукты реакции которых можно с успехом и да-
лее использовать в синтетических превращениях, 
включая синтезы различных гетероциклов. Напри-
мер, получаемые по реакции Кляйзена–Шмидта 
халконы [4, 5] являются перспективными синто-
нами для синтеза различных гетероциклов, в том 

числе и производных 4,5-дигидро-1Н-пиразола 
[6–11], которые обладают антибактериальными, 
антитуберкулезными, анальгетическими и други-
ми свойствами.

В работе [12] описан синтез на основе бисазахал-
конов типа 2 производных 3,5-бис[1-ацетил-5-(4- 
арил)-4,5-дигидро-1H-пиразол-3-ил]-2,6-диме-
тилпиридина 3 с фенильным, 2-, 3-, 4-хлор- и 
2,4-дихлорфенильными, 2-фторфенильным, 4-ни-
трофенильным заместителями. В работе [13] нами 
была показана возможность синтеза аналогичных 
биспроизводных 4,5-дигидро-1H-пиразола 3 с 
иными заместителями (фурильный, тиофеновый, 
4-диметиламинофенильный) (схема 1).
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Представляло интерес исследовать на приме-
ре 3,5-диацетилпиридина 1 возможность одно-
стадийного синтеза бис(фенилпиразолина) 4 по 
методике [14] (схема 2). Однако при проведении 
трехкомпонентной реакции 3,5-диацетил-2,6-ди-
метилпиридина 1, п-N-диметиламинобензальдеги-
да и фенилгидразина в спирто-щелочной среде при 
кипячении в течение 8–10 ч был выделен с неболь-
шим выходом кристаллический продукт с четкой 

температурой плавления. Выделить еще какой- 
либо продукт не представлялось возможным вви-
ду сильного осмоления реакционной смеси. 

Анализ выделенного продукта реакции с по-
мощью спектроскопии ЯМР 1H показал, что в 
спектре отсутствуют протоны пиридинового фраг-
мента, т. е. в состав выделенного продукта он не 
вошел. Вместо этого в спектре зарегистрированы 
две пары N-диметильных протонов (два синглета 
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по шесть протонов) в области 2.94 и 2.98 м. д. Так-
же обнаружены дублеты 18 неэквивалентных аро-
матических протонов с близкими КССВ при 6.63  
(J 8.2 Гц), 6.68 (J 8.7 Гц), 7.14 (J 8.7 Гц), 7.52  
(J 8.70 Гц), 7.56 м. д. (J 7.3 Гц), а также два муль-
типлета в области 6.82–6.93 и 7.22–7.31 м. д.  
Оставшиеся два синглета в области 7.38 и  
7.91 м. д. принадлежат протонам при двойной 
связи и NH-группы. Таким образом, анализ спек-
тра ЯМР 1H показал, что выделенное соединение 
5 является продуктом конденсации двух молекул 
п-N-диметиламинобензальдегида и двух молекул 
фенилгидразина.

Рентгеноструктурный анализ (рис. 1) позволил 
установить строение образовавшегося продукта 
реакции и окончательно подтвердить структуру 
бис(биарилгидразона) 5. Установлено, что длины 
связей и валентные углы в соединении 5 близки к 
стандартным [15]. Атом N5 диметиламинной груп-
пы принимает плоско-тригональную конфигура-
цию (сумма валентных углов 359.5°), конфигу-
рация атома N6 другой диметиламинной группы 
несколько отличается от идеальной плоско-три-
гональной (сумма валентных углов 355.6°). Кон-
фигурация атома N3, соединяющего через связь 
N3–С1 две части молекулы 5, также несколько 
отклонена от идеальной плоско-тригональной 
(сумма валентных углов 357.4°). Разворот других 
частей структуры 5 по связи N3–С1 близок к пер-
пендикулярному. Двугранный угол между плоско-
стями, составленными атомами С1, N3, N4 и С15 

(±0.0498 Å) и атомами N3, С1, N1 и С2 (±0.0003 Å), 
составляет 98.2°. 

Анализ Кембриджской базы данных кристалли-
ческих структур показал, что из аналогичных сое-
динений известны несколько подобных структур 
типа 7 [16]. В близком по строению соединении 7б 
cоответствующий двугранный угол равен 79.1°.

В работе [16] показано, что бис(биарилгидра-
зоны) были выделены в качестве интермедиатов 
при получении целевых производных 1,2,4-триа-
золов конденсацией двух молекул арилгидразона 
6 при 60°С в диоксане в присутствии DABCO и 
ацетата меди(II) (схема 3). Там же и приведен ме-
ханизм реакции, предполагающий присоединение 
NH-группы одной молекулы арилгидразона 6 по 
Михаэлю к двойной связи С=N второй молекулы 
арилгидразона 6 с последующим окислительным 
дегидрированием кислородом воздуха.

Помимо этого, в литературе описаны и другие 
примеры бис(биарилгидразонов) [17–22].

Проведение холостого опыта в отсутствие пи-
ридина 1 показало, что конденсация п-N-диметил- 
аминобензальдегида и фенилгидразина при кипя-
чении в диоксане в присутствии 1 экв. KОН либо 
DABCO протекает также с образованием бис- 
(биарилгидразона) 5 с выходом 45%.

Поскольку анализ литературы показал, что 
арилгидразоны типа 6, являющиеся структурными 
аналогами нашего соединения, обладают ярко вы-
раженной антирадикальной активностью [23], для 
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нас представляло интерес изучение биологических 
свойств полученного производного 5, а именно ис-
следование антирадикальной и цитопротекторной 
активности.

Антирадикальное действие соединения 5 
оценивали в отношении к радикалу 2,2-дифе-
нил-1-пикрилгидразила (DPPH•) [24]. В качестве 
препарата сравнения использовали вещество с 

Рис. 1. Общий вид молекулы бис(биарилгидразона) 5 в кристалле.

Таблица 1. Значения оптической плотности раствора 100 мкМ. DPPH-радикала после 10-минутной инкубации с 
соединением 5 при различных концентрациях

Концентрация соединения 5 в реакционной смеси, мкМ. Оптическая плотность
50 0.062
40 0.090
30 0.097
20 0.287
10 0.535
5 0.804

2.5 0.918
Контроль (раствор DPPH● без испытуемого образца) 1.031
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известными антирадикальными свойствами – 
аскорбиновую кислоту. На основании полученных 
данных (табл. 1) была построена калибровочная 
кривая, с помощью которой определили концен-
трацию бис(биарилгидразона) 5, способную на 
50% снижать оптическую плотность 100 мкМ. 
раствора DPPH-радикала. Для соединения 5 вели-
чина IC50(DPPH) оказалась равной 11.0 мкМ. Для 
аскорбиновой кислоты значение IC50(DPPH) ока-
залось равным 19.9 мкМ. (табл. 2).

Для многих соединений-антиоксидантов про-
слеживается прямая корреляция между наличием 
антиоксидантной активности и цитопротекторной 
активностью. В связи с этим было решено также 
изучить цитопротекторную активность соедине-
ния 5, которую мы оценивали методом in vitro в 

МТТ-тесте на клеточной линии рака молочной 
железы MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) 
[25]. Результаты исследования изменения жиз-
неспособности клеток MCF-7 в условиях in vitro 
под влиянием исследуемого соединения 5 в МТТ- 
тесте приведены в табл. 3. В таблице представлены 
показатели жизнеспособности клеток в % относи-
тельно взятой за 100% жизнеспособности клеток 
линии MCF-7 в контроле (клетки без добавления 
исследуемого соединения).

При инкубации клеток с соединением 5 выявле-
на его способность повышать жизнеспособность 
клеток линии MCF-7 до 458%, т. е. выживаемость 
клеток повысилась почти в 4.5 раза по сравнению 
с контролем. 

Таблица 2. Значения оптической плотности раствора 100 мкМ. DPPH-радикала после 10-минутной инкубации с 
аскорбиновой кислотой при различных концентрациях

Концентрация аскорбиновой кислоты в реакционной смеси, мкМ. Оптическая плотность
50 0.029
25 0.418
20 0.510
15 0.635
10 0.694
5 0.791

2.5 0.865
Контроль (раствор DPPH● без испытуемого образца) 1.028

Таблица 3. Влияние бис(биарилгидразона) 5 на жизнеспособность изолированных клеток MCF-7 в МТТ-тесте

Исследуемый образец
Оптическая плотность

Δ(A570 – A690) Живые клетки, %
 λ 570 нм λ 690 нм

Соединение 5 1.761 0.991 0.770 458
Контроль 0.363 0.194 0.168 100

Таблица 4. Влияние бис(биарилгидразона) 5 на жизнеспособность изолированных клеток в тесте с нейтральным 
красным

Исследуемый образец
Оптическая плотность

Δ(A540 – A690) Живые клетки, %
λ 540 нм λ 690 нм

Соединение 5 0.198 0.624 0.074 391
Контроль 0.097 0.078 0.019 100
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Аналогичный эксперимент по исследованию 
цитопротектороной активности соединения 5 на 
жизнеспособность клеток MCF-7 в условиях in 
vitro был проведен также и в тесте с нейтральным 
красным [26]. В табл. 4 представлены показате-
ли жизнеспособности клеток в %, относительно 
взятой за 100% жизнеспособности клеток линии 
MCF-7 в контроле (клетки без добавления иссле-
дуемого соединения).

Таким образом, нами установлено, что по-
лученный N-п-(диметиламино)-N′-(п-диметил- 
аминобензилиден)-N,N′′-дифенилбензо гидразоно- 
гидразид в тесте антирадикальной активности по 
отношению к радикалу DPPH превосходит по сво-
ей активности эталонный антиоксидант – аскорби-
новую кислоту. Установлено также, что данное со-
единение обладает выраженной цитопротекторной 
активностью, способствуя лучшей выживаемости 
клеток линии MCF-7, определенной в МТТ-тесте 
и в тесте с нейтральным красным. Полученные ре-
зультаты дают нам основания предполагать нали-
чие высокого цитопротекторного потенциала у N-п-
(диметиламино)-N′-(п-диметиламинобензилиден)-
N,N′′-дифенилбензо гидразоногидразида. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Спектры ЯМР 1H и 13С зарегистрированы на 
приборе Jeol JNM-ECA 400 (400 и 100 МГц соот-
ветственно) в CDCl3, внутренний стандарт – ТМС. 
Масс-спектр получен на хроматографе Agilent 
1260 Infinity II сопряженным с масс-спектроме-
тром высокого разрешения Agilent 6545 LC/Q-TOF 
c источником ионизации Dual AJS ESI, работаю-
щем в режиме регистрации положительных ионов. 
Температуру плавления определяли на приборе 
Stuart™ Digital Melting Point Apparatus, SMP10 
Model. 

Рентгеноструктурное исследование бис(би-
арилгидразона) 5 проведено на дифракто метре 
Xcalibur Ruby (Oxford Diffraction) (CuKα, графи-
товый монохроматор, ω-сканирование, 3.63 < θ < 
68.19°) при 293 K. Всего снято 5569 отражений, 
в том числе 3423 независи мых (Rint 0.0395). Кри-
сталлы моноклинные, a 15.8496(7), b 12.1446(4), 
c 15.2222(6) Å, β 112.009(5)°, V 2716.5(2) A3, Z 4 
(C30H32N6), пространственная группа P21/c, dвыч 
1.160 г/см3, µ 0.553 мм–1. Обработку исходного 
массива измеренных интенсивностей и учет по-

глощения проводили по программе CrysAlisPro 
(Tmin 0.868, Tmax 1.000) [27]. Структура расшиф-
рована прямым методом. Позиции неводородных 
атомов уточнены в анизотропном приближении 
полноматричным МНК. Атомы водорода помеща-
ли в геометрически рассчитанные положения и их 
позиции уточняли в изотропном приближении с 
фиксированными позиционными и тепловыми па-
раметрами (модель наездни ка). В расчетах исполь-
зовано 3423 отражений независимых отражений с 
I ≥ 2σ(I), число уточ няемых параметров 334. Окон-
чательные факторы расходимости: R1 0.0540, wR2 
0.1353 [по отражениям с I > 2σ(I)], R1 0.0921, wR2 
0.1624 (по всем отражениям). Структура расшиф-
рована и уточнена по с использованием програм-
мам SHELXS [28] и SHELXL-2018/3 [29]. Данные 
РСА депонированы в Кембриджском центре кри-
сталлоструктурных данных (CCDC 2120361).

N-п - (Диметиламино) -N′ - (п -диметил- 
аминобензилиден)-N,N′′-дифенилбензо гидра- 
зоногидразид (5). К раствору 0.19 г (1 ммоль) 
3,5-диацетил-2,6-диметилпиридина 1, 0.33 г  
(2 ммоль) п-диметиламинобензальдегида и 0.32 г  
(2 ммоль) фенилгидразина гидрохлорида в 20 мл 
этанола добавляли раствор 0.25 г (2 ммоль) KOH 
в 2 мл воды. Полученную смесь кипятили 8– 
10 ч. Осадок отфильтровывали, промывали спир-
том и сушили на воздухе. После перекристалли-
зации из смеси метилен хлористый–петролейный 
эфир получили 0.18 г (38%) светло-коричневых 
игольчатых кристаллов, т. пл. 203–205°С. ИК 
спектр (КBr), ν, см–1: 3306 (N–H), 3027–2802 
[N(CH3)2]. Спектр ЯМР 1H (400 МГц, CDCl3), δ, м. д.  
(J, Гц): 2.94 c (6H, CH3), 2.98 c (6H, CH3), 6.63 д 
(2H, CH Ar, J 8.2), 6.68 д (2H, CHAr, J 8.7), 6.82–6.93 
м (2H, CHAr), 7.14 д (2H, CHAr, J 8.7), 7.22–7.31 м 
(6H, CHAr), 7.38 с (1H, =CH), 7.52 д (2H, CHAr, J 
8.7), 7.56 д (2H, CHAr, J 7.3), 7.91 с (1H, NH). Спектр 
ЯМР 13C (101 МГц, CDCl3), δC, м. д.: 40.38 (CH3), 
40.48 (CH3), 112.11, 112.31, 113.30, 114.37, 119.99, 
120.19, 120.81, 123.68, 127.61, 128.14, 129.29, 
129.49, 133.51 (N–C=N), 139.46 (C–N), 144.25 (C–
NH), 144.61 (Ar-C=N), 150.67 [(CH3)2N –C], 151.07 
[(CH3)2N–C]. Найдено, %: C 75.41; H 6.96; N 17.79. 
C30H32N6. Вычислено, %: C 75.60; H 6.77; N 17.63. 
Масс-спектр, m/z: 477.2326 [M + H]+ (вычислено 
для C30H32N6

+: 476.2688 [M]+).
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Антирадикальное действие образцов иссле-
довали в отношении радикала 2,2-дифенил-1-пи-
крилгидразила (DPPH•) по методике [24]. Цито-
протекторные свойства соединения 5 исследовали 
на клеточной культуре MCF-7 (Michigan Cancer 
Foundation-7) – эпителиоподобная клеточная ли-
ния, полученная из инвазивной аденокарциномы 
протоков молочной железы человека. Клетки вы-
ращивали в среде DMEM с добавлением 10%-ной 
эмбриональной телячьей сыворотки, 2 мM. L-глю-
тамина, 1%-ного гентамицина при 37°C в атмос-
фере CO2 (5%). Через 48 ч клетки сеяли в 96-лу-
ночный планшет в количестве 100 мкл клеточной 
суспензии на лунку (104 клетки в каждой лунке), 
помещали в СО2-инкубатор. К культуре клеток 
добавляли тестируемые соединения. 1 мг исследу-
емого образца растворяли в 1 мл ДМСО. 10 мкл 
растворенной субстанции добавляли в 100 мкл пи-
тательной среды с клетками линии MCF-7. В каче-
стве контроля служили клетки в питательной среде 
без добавления исследуемых соединений. Клетки 
инкубировали в течение 24 ч в среде, содержащей 
исследуемые вещества. Для каждого эксперимента 
проведены четыре повторности. После инкубации 
клеток с исследуемыми объектами определяли их 
жизнеспособность в МТТ-тесте, используя набо-
ры In Vitro Toxicology Assay Kit, MTT based (Sigma) 
и In Vitro Toxicology Assay Kit, Neutral Red based. 
Степень цитотоксичности рассчитана по следую-
щей формуле: уровень подавления (%) = (1 – Ат/
Ас)×100, где At и Ac были значениями оптической 
плотности в лунках с исследуемыми веществами и 
контрольной лунке, соответственно.
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A three-component reaction of 3,5-diacetyl-2,6-dimethylpyridine, p-N-dimethylaminobenzaldehyde and phenyl-
hydrazine in the presence of KOH in ethanol gave the condensation product of two p-N-dimethylaminobenz-
aldehyde and phenylhydrazine molecules, namely bis(biarylhydrazone). Structure of the obtained derivative 
was proved by the 1H and 13C NMR spectroscopy and X-ray diffraction analysis data. It was shown that the 
bis(biarylhydrazone) derivative has high antiradical and cytoprotective activity.

Keywords: 3,5-diacetyl-2,6-dimethylpyridine, 4,5-dihydro-1H-pyrazole derivatives, bis(biarylhydrazone), 
X-ray diffraction analysis, antiradical and cytoprotective activity




